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 Le facteur de transcription p53 joue un rôle crucial dans la suppression de tumeurs et 
dans la sénescence cellulaire. Selon la littérature, l’ARN messager de p53 contient deux sites 
d’entrée interne des ribosomes (IRES), un dans la région 5’ non-traduite et l’autre au début de 
la région codante. L’utilisation de ces IRES devrait activer la synthèse de p53 en conditions de 
stress, comme dans la sénescence. Notre but était d’identifier les éléments-clés qui contrôlent 
l’activité des IRES de p53 et d’étudier leur comportement dans la sénescence. Nous avons 
construit des vecteurs bicistroniques à deux luciférases contenant le gène de la Renilla (Rluc), 
traduit via le mécanisme classique coiffe-dépendant, une région intercistronique, contenant 
une des séquences IRES de p53, et le gène de la luciole (Fluc), dont la traduction dépend de cet 
IRES. L’activité IRES a été évaluée par le rapport des activités Fluc/Rluc dans des extraits 
cellulaires de HEK293T et de fibroblastes primaires humains. Nous avons inséré une structure 
précédant l’IRES évitant qu’une translecture ou une réinitiation de la traduction puisse conduire 
à la synthèse de Fluc. Nous avons vérifié l’absence de promoteur cryptique dans les IRES et 
nous avons construit des vecteurs contenant la séquence complémentaire inversée (SERI) des 
IRES. Nous avons observé que l’efficacité de traduction via les IRES de p53 ou les séquences 
SERI est semblable. De plus, la traduction de Fluc via les présumés IRES de p53 ne représente 
qu’environ 1% de la traduction de Fluc via une initiation coiffe-dépendante. L’activité des 
prétendus IRES ne semble pas augmenter en conditions de sénescence. Enfin, nous avons 
introduit une région structurée dans la région 5’UTR du messager bicistronique. Cette structure 
a bloqué la traduction coiffe-dépendante mais aussi la traduction IRES-dépendante. L’ensemble 
de nos résultats nous conduit à affirmer que l’ARN messager de p53 ne contient pas d’IRES et 
nous suggérons que la faible activité Fluc observée résulterait d’un épissage cryptique 
conduisant à l’apparition d’un messager dont la traduction génère une portion de Rluc 
fusionnée à Fluc. Nos résultats sont en accord avec des données rapportées dans la littérature 
démontrant que l’existence de la plupart des IRES cellulaires est contestée. Un ensemble de 
contrôles rigoureux doit être appliqué à l’étude de tout IRES présumé avant d’affirmer son 
existence. Le système à deux luciférases, considéré comme le modèle de choix pour l’étude des 
IRES, peut en fait révéler diverses anomalies de l’expression des gènes.   
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p53 is a transcription factor that plays a crucial role in tumor suppression and cellular 
senescence. According to the literature, the p53 mRNA contains two internal ribosome entry 
sites (IRES), one in the 5’ untranslated region and the other one at the beginning of the coding 
region. The two IRES should enable the synthesis of p53 to occur under stress conditions, such 
as senescence. The aim of our study was to identify the key elements that control the activity of 
the two p53 IRES and to study their behavior in senescence. We constructed two dicistronic 
vectors containing the Renilla luciferase gene (Rluc), which is translated in a classical cap-
dependent manner, an intercistronic region containing one of the two IRESs sequences of p53, 
and the firefly luciferase gene (Fluc), whose translation depends on the IRES in the 
intercistronic region. The IRES activity was assessed by the ratio between the two luciferase 
activities (Fluc/Rluc) in cell extracts from HEK293T and primary human fibroblasts. We also 
inserted a structure preceding the IRES sequence that prevented readthrough or translation 
reinitiation, which could lead to Fluc synthesis. We verified the absence of cryptic promoter in 
the two IRES sequences. We also constructed vectors containing the reverse complement 
region of each of the two p53 IRES (called SERI). We found that the efficiency of translation of 
Fluc via IRES sequences or via SERI sequences is similar. In addition, the level of Fluc translated 
via the presumed p53 IRES represents only 1% of the level of Fluc translated in a cap-dependent 
manner. The activities of so-called IRES of the p53 messenger do not increase in senescent 
human fibroblasts. Finally, the introduction of a structured region in the 5'UTR of the dicistronic 
messenger repressed not only the cap-dependent translation of Rluc but also the IRES-
dependent translation of Fluc. Our results lead us to conclude that the p53 messenger does not 
contain any IRES and suggest that the low Fluc activity observed results from a cryptic splicing 
producing a messenger whose translation generates a portion of Rluc fused to Fluc. Our results 
are consistent with data reported in the literature showing that the existence of most cellular 
IRES is disputed. A set of stringent controls must be applied to the study of any presumed IRES 
before asserting its existence. The two-luciferase reporter, considered as the model of choice 
for studying IRES-translation, can in fact reveal various abnormalities of gene expression. 
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Chapitre I : Introduction 
1.1  La problématique  
 Le développement accéléré de nos jours, tant au niveau scientifique que technologique, 
semble promettre à l’humanité une meilleure qualité de vie, ainsi qu’une espérance de vie 
prolongée. Les répercussions d’un tel développement se font ressentir de plus en plus dans le 
quotidien des pays développés, ainsi que dans les pays en voie en développement, confrontés à 
un vieillissement important de la population [1]. Selon l’Organisation Mondiale de la Santé, 
entre 2000 et 2050, le pourcentage de la population mondiale âgée doublera, pour les 
personnes âgées de 60 ans ou plus, et sera multiplié par quatre, pour les personnes âgées de 80 
ans ou plus [2]. Vieillir en santé n’est pas impossible mais cela demande d’être vigilant, car le 
vieillissement est accompagné d’un risque élevé de cancer qui augmente avec l’âge [3,4]. Tout 
au long de sa vie, l’être humain est constamment exposé aux nombreux stress tels que les 
radiations UV du soleil, les espèces réactives de l’oxygène (ROS), l’infection par un virus, la 
consommation des médicaments, les stress psychologiques etc. [5]. Une combinaison de tous 
ces facteurs fragilise notre génome et augmente le risque de développer un cancer.  
Heureusement, il existe des mécanismes de protection de notre corps contre tous ces dangers. 
Ces mécanismes sont très complexes et ils engagent plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs 
qui contrôlent les stress et réparent les dommages induits.   
1.2  P53, le « gardien du génome »  
 P53, ATM, BRCA1 et BRCA2 sont des gènes qui jouent un rôle crucial dans les différentes 
réponses face aux dommages à l’ADN. Des mutations dans ces gènes conduisent à un nombre 
élevé de cancers [6]. Le gène de p53, qui code pour la protéine p53 et qui est surnommé aussi 
le « gardien du génome » [7], se trouve parmi les gènes les plus étudiés par la communauté 
scientifique. Ce n’est pas surprenant que l’intérêt pour la protéine p53 soit élevé, car 50% des 
cancers comportent des mutations dans son gène [8,9] et la transmission dans la lignée 
germinale du gène de p53 comportant des mutations augmente la probabilité de développer 
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des tumeurs [10-12]. La capacité de p53 de supprimer les tumeurs est soulignée dans plusieurs 
travaux où la restauration de p53 dans des tumeurs malignes et prémalignes supprime les 
mécanismes tumoraux [13-16]. Les deux mécanismes de suppression de tumeurs connus pour 
être principalement régulés par p53, sont la sénescence et l’apoptose [17,18]. L’apoptose est 
une mort cellulaire programmée, éliminant les cellules qui ont subi des mutations 
potentiellement oncogéniques, tandis que la sénescence cellulaire constitue une barrière 
contre les tumeurs en induisant un arrêt permanent du cycle cellulaire. Dans cette étude, nous 
nous intéressons uniquement au mécanisme de sénescence régulé par p53 (voir plus loin, 
section 1.4).  
1.3  Une balance fine entre la suppression de tumeurs et la longévité 
 Tout en protégeant le génome humain contre les dommages, p53 maintient 
soigneusement la balance fine entre la suppression de tumeurs et la longévité [19]. Des études 
chez la souris indiquent qu’un niveau de p53 maintenu constamment élevé dans l’organisme 
protège efficacement contre le cancer, mais au coût de la dégénérescence des organes et du 
vieillissement prématuré de la souris [20-23]. Par contre, les patients atteints du syndrome de 
Li-Fraumeni, causé par des mutations germinales dans le gène de p53, développent de 
nombreuses tumeurs à un jeune âge [12]. Tout comme ces études, d’autres concluent 
également que l’activité de suppression de tumeurs de p53 est essentielle pour les organismes 
qui vivent longtemps [24]. Cependant, son implication dans le vieillissement est peu connue et 
peu caractérisée, bien que des preuves de cette implication existent [25]. Par exemple, les 
dommages persistants à l’ADN entraînant un niveau élevé de p53, tel qu’observé chez les 
patients atteints du syndrome de Cockayne, un syndrome pouvant accélérer la dégénérescence 




1.4  Vieillissement et sénescence  
 Plusieurs études in vivo montrent que le vieillissement entraîne l’accumulation de 
cellules sénescentes [27-32]. La sénescence cellulaire a été étudiée pour la première fois en 
1965 par Leonard Hayflick chez des fibroblastes primaires humains en culture [33]. C’est ce 
qu’on appelle la sénescence réplicative induite après un nombre limité de divisions cellulaires.             
La sénescence est l’état d’arrêt permanent du cycle cellulaire en phase G1 où la cellule reste 
métaboliquement active [34]. Cet état est différent de l’état de quiescence cellulaire caractérisé 
par l’arrêt réversible du cycle cellulaire en phase G1 accompagné par un métabolisme faible 
[35].  De nombreuses études ont approfondi le phénomène de sénescence chez la souris et 
chez l’humain [36]. Plusieurs facteurs peuvent induire une sénescence cellulaire. On connaît la 
sénescence réplicative, la sénescence induite par l’activation des oncogènes (tel Ras) ou par la 
perte de certains suppresseurs de tumeurs (PTEN, INPP4B, NF1, RB1) [37-41].  
1.4.1  Marqueurs de la sénescence 
 Plusieurs marqueurs permettent d’identifier les cellules sénescentes : la morphologie 
des cellules (larges et aplaties), l’expression augmentée  de l’enzyme β-galactosidase associée à 
la sénescence (SA-βgal), l’expression d’inhibiteurs de kinases dépendantes de cyclines et 
régulateurs du cycle cellulaire (CDKi), tel que p16 et p21, un phénotype particulier de 
l’hétérochromatine organisée en foyers d’ADN endommagé (SADF) et un phénotype de 
sécrétion associé à la sénescence (SASP) [37]. Les différents modèles de sénescence présentent 
de marqueurs différents. Les chercheurs utilisent plusieurs marqueurs pour mettre en évidence  
l’état de sénescence des cellules. Par ailleurs, p16 et p21 sont aussi considérés comme des 




1.4.2  Sénescence réplicative et sénescence induite par les oncogènes 
 La sénescence réplicative et la sénescence induite par les oncogènes sont deux modèles 
de sénescence les mieux documentés dans la littérature. La sénescence réplicative est induite 
par l’érosion graduelle des télomères durant les cycles de division cellulaire [43,44]. Les 
télomères sont des séquences d’ADN situées aux extrémités des chromosomes. À chaque phase 
S du cycle de division cellulaire, une partie de télomères (environ 50-200 paires de bases) est 
perdue sur le brin retardé à l’extrémité 5’ car les polymérases qui répliquent l’ADN sont 
unidirectionnelles [44]. Également, la plupart des cellules ne possèdent pas l’enzyme 
télomérase qui répare les télomères [44,45]. L’érosion de télomères entraîne une accumulation 
de dommages à l’ADN, vus par la cellule comme des cassures double brin [46], et une 
augmentation de l’expression d’inhibiteurs de kinases dépendantes de cyclines comme p16.   
 La sénescence induite par les oncogènes a été premièrement évoquée comme un 
mécanisme qui empêche la transformation par les oncogènes in vitro [47]. Des études de 
différents modèles de souris ainsi que des études de la sénescence induite par la surexpression 
de l’oncogène HRASG12V dans les fibroblastes humains ont montré que ce modèle de 
sénescence est induit suite à l’hyper-prolifération cellulaire et l’hyper-réplication d’ADN. Cela 
entraîne des cassures double brin d’ADN, la formation prématurée d’origines de réplication et 
la terminaison prématurée des fourches de réplication, ce qui cause une forte réponse aux 
dommages à l’ADN [48-53]. En réponses aux dommages à l’ADN (sénescence réplicative; induite 
par les oncogènes), p53 est activé par des modifications post-traductionnelles, telle que la 
phosphorylation [52,54], mais également par l’augmentation de sa stabilité [55] et l’induction 
de sa synthèse (voir section 1.8) [56,57].  
 Les cellules sénescentes sont généralement éliminées par le système immunitaire 
[13,58]. Les causes de leur accumulation dans le vieillissement ne sont pas encore établies mais 
diverses hypothèses ont été émises: par exemple, en vieillissant, le système immunitaire serait 
moins efficace ou bien le taux d’apparition de cellules sénescentes serait plus rapide que le taux 
de leur élimination [37].  
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1.4.3  Les radicaux libres dans la sénescence 
 Si on considère la « théorie des radicaux libres » [59,60] dans le vieillissement, la 
dégénérescence des organes est liée à l’oxydation des composantes cellulaires. Cette théorie 
est soutenue par l’observation des systèmes d’antioxydation endogènes, tel que le glutathion, 
qui diminuent avec l’âge [61]. Tout comme dans le vieillissement, l’oxydation pourrait jouer un 
rôle au niveau de la sénescence cellulaire. Bien que les évidences soient peu nombreuses et 
peu caractérisées, la sénescence serait en effet accompagnée d’une accumulation d’espèces 
réactives d’oxygène (ROS), ce qui représente un stress oxydatif pour la cellule [62,63]. 
1.4.3.1  Stress oxydatif  
 Les mitochondries représentent une source significative de ROS suite à l’activité 
régulière de la chaîne respiratoire [64,65]. Heureusement, les ROS sont généralement 
efficacement réduits et éliminés via les nombreux systèmes d’antioxydation contrôlés par 
divers enzymes : la superoxyde dismutase, la catalase, les peroxydases et les molécules non-
enzymatiques (vitamine C, glutathion). Cependant, s’il y a accumulation de ROS dans une 
cellule, cela représente un stress oxydatif [66,67]. Le stress oxydatif entraîne l’oxydation des 
protéines et des acides nucléiques et peut avoir des répercussions graves telles que la perte de 
fonction des protéines et les dommages à l’ADN mitochondrial et génomique. Dans ces 
conditions, le système de réparation et de renouvellement cellulaire peut être gravement 
affecté. Les conséquences d’un tel stress, se refléteraient dans la perte de fonction des tissus et 
des organes, signes du vieillissement de l’organisme.   
 Certaines études indiquent que la sénescence réplicative et la sénescence induite par les 
oncogènes sont modulées par les ROS [68]. De plus, il a été montré qu’un stress oxydatif induit 
une sénescence prématurée dans des fibroblastes en culture [69-71]. Bien que la source, le rôle 
et le mécanisme des ROS dans la sénescence ne soient pas encore bien caractérisés, il est de 




1.4.3.2  Effets antagonistes des ROS 
 Les ROS peuvent toutefois avoir des effets antagonistes, tout dépendamment de leur 
concentration [73]. Ils peuvent agir comme médiateurs sur la croissance et la prolifération 
cellulaire ou induire des dommages dans la cellule [74,75]. Une source principale de ROS 
agissant comme médiateurs est l’enzyme NADPH oxydase associée à la membrane cellulaire. 
Celle-ci produit des ROS localement, tel que l’ion superoxyde et/ou le peroxyde d’hydrogène, 
qui sont impliqués dans l’expression génique, le remodelage du cytosquelette, la prolifération, 
la différenciation cellulaire et la mort cellulaire [76-78].  
1.4.4  L’effet de pléiotropie antagoniste de la sénescence 
 La découverte des cellules sénescentes dans les tumeurs prémalignes a soulevé l’intérêt 
des chercheurs. Cela suggère que la sénescence bloque le développement d’une tumeur 
lorsqu’elle est encore bénigne [79]. Aussi, la réexpression de p53 chez la souris conduit à la 
régression des tumeurs via le recrutement des cellules du système immunitaire [13,15]. 
Cependant, d’autres études ont montré le côté sombre du programme de sénescence 
caractérisé par la sécrétion de nombreuses cytokines et facteurs pro-inflammatoires tel que IL-
6, IL-8, VEGF, GROα et l’amphiréguline, qui font partie du phénotype de sécrétion SASP [80-86]. 
Il existe un lien direct entre l’inflammation chronique et le développement de nouvelles 
tumeurs [87]. Le phénotype de sécrétion des cellules sénescentes peut changer le milieu 
environnant et le comportement des cellules avoisinantes. Les leucocytes pro-inflammatoires, 
recrutés possiblement en réponse aux cytokines secrétées par les cellules sénescentes, libèrent 
des espèces réactives de l’oxygène, qui constituent un stress oxydatif pour les cellules normales 
environnantes, ainsi que des cytokines stimulant la croissance cellulaire, tel que IL-4, IL-6, IL-10, 
les facteurs TGF-β et TNF-α [13,15]. Par conséquent, l’environnement des cellules sénescentes 
favorise l’altération et l’instabilité génomique, l’apparition de mutations dangereuses et, 
éventuellement, de cellules cancéreuses. D’ailleurs, la co-injection de fibroblastes sénescents et 
de cellules épithéliales d’une tumeur prémaligne conduit à la formation de tumeurs 
xénogreffées chez la souris [88]. Des études similaires de co-injection de fibroblastes 
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sénescents et de cellules d’une tumeur maligne cette fois-ci montrent une augmentation du 
taux d’apparition de tumeurs xénogreffées [80,88-90]. 
  La littérature sur la sénescence englobe son effet de pléiotropie antagoniste, c'est-à-
dire, la double identité de la sénescence [91]. Elle peut être bénéfique chez les organismes 
jeunes car elle supprime les tumeurs, mais elle peut être dangereuse à long terme chez les 
organismes plus âgés car elle induit un vieillissement des organes et peut initier de nouvelles 
tumeurs. 
1.5 Intégration des signaux cellulaires par p53 et modulation de son 
activité physiologique 
 La dualité et la complexité de la sénescence sont certainement reliées à p53 qui a de 
nombreux rôles dans la cellule. p53 est un facteur de transcription et il module la transcription 
des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN, dans la régulation du cycle cellulaire et 
dans les mécanismes de suppression de tumeurs tels que l’apoptose et la sénescence [17]. La 
capacité de p53 de réguler des fonctions aussi variées est reliée au fait que p53 oligomérise en 
un tétramère. Ce dernier peut être composé de différents isoformes produits à partir du gène 
de p53 par des promoteurs ou par épissage alternatifs [92] et aussi par une initiation 
alternative de la traduction (pour ce dernier point, voir section 1.8)[93]. Selon sa composition, 
le tétramère p53 se lie à des séquences d’ADN spécifiques et régule la transcription de plus 
d’une centaine de gènes différents [94,95]. Les mécanismes médiés par p53 dans la cellule 
varient en fonction de plusieurs facteurs dont le type cellulaire, le degré de dommages à l’ADN, 
l’intensité et la durée du signal, le niveau de p53, les gènes cibles induits etc. [96,97]. Par 
exemple, p53 induit l’apoptose dans certains types cellulaires, mais cause l’arrêt du cycle 




1.5.1  Régulation du niveau de p53 dans la cellule et de sa stabilité  
 En conditions normales, le niveau de p53 est maintenu faible dans la cellule par son 
régulateur Mdm2, une ubiquitine ligase qui induit la dégradation de p53 via le protéasome [98-
100]. En outre, p53 est maintenu à l’état inactif dans des conditions normales [11]. Lorsqu’un 
organisme est soumis à des stress qui induisent des dommages à l’ADN, tel que les radiations 
ionisantes, les rayons UV, le stress oxydatif, les agents chimiothérapeutiques, l’hypoxie ou le 
stress oncogénique, le niveau de p53 et son activité augmentent rapidement dans la cellule 
[6,101-104]. D’ailleurs, il a été montré que le niveau et/ou l’activité de p53 augmentent dans 
les cellules sénescentes [47]. L’activation de p53 se fait principalement via des modifications 
post-traductionnelles qui augmentent la stabilité et l’activité de p53 [55]. Par exemple, la 
phosphorylation  et  l’acétylation sont les deux principales modifications post-traductionnelles 
qui augmentent la stabilité de p53 et son accumulation dans le noyau, tout en favorisant son 
activité de régulateur transcriptionnel [105,106]. La phosphorylation des sites en N-terminal de 
p53 augmente la stabilité de p53. Cela inhibe l’interaction entre p53 et Mdm2, qui entraînerait 
autrement sa dégradation [107]. L’activation de p53 en conditions de stress cellulaire conduit à 
son accumulation dans le noyau où il exerce son rôle de régulateur transcriptionnel [108].  
1.5.2  Régulation du niveau de p53 dans la cellule par la traduction de son 
messager 
 L’augmentation du niveau de p53 dans la cellule en conditions de stress cellulaire peut 
être influencée aussi par le niveau de traduction de son ARN messager (ARNm) par les 
ribosomes [109]. Deux études indépendantes rapportent que l’augmentation de la traduction 
de l’ARNm de p53 constitue un point important pour l’induction optimale de p53 en conditions 
de dommages à l’ADN (induits par l’irradiation, l’étoposide) [56,110]. Cependant, on sait qu’en 
conditions de stress cellulaire telles que l’irradiation, l’hypoxie ou le stress oxydatif 
accompagnant la sénescence, on assiste à une répression de la traduction canonique globale de 
protéines [111-113]. La répression de la traduction en conditions de stress cellulaire a lieu au 
niveau de l’initiation qui est l’étape limitante de la traduction [114]. 
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1.6 L’initiation de la traduction chez les eucaryotes 
 La traduction des ARNm en protéines est la dernière étape d’un réseau complexe de 
mécanismes qui régulent l’expression des gènes. Le contrôle au niveau de la traduction, plutôt 
qu’au niveau de la transcription, est très important lors des changements des conditions 
physiologiques car il permet une réponse rapide et immédiate [115]. La section présente 
résume les données actuelles sur l’initiation de la traduction des ARNm eucaryotes en 
protéines. La traduction est un processus complexe qu’on peut diviser en trois étapes : 
l’initiation, l’élongation et la terminaison. Brièvement, durant l’étape d’initiation, on assiste au 
recrutement des sous-unités ribosomiques (40S et 60S), à l’assemblage du ribosome (80S) sur 
un ARNm et à la reconnaissance d’un codon d’initiation. Durant l’étape d’élongation, le 
ribosome choisit des ARN de transfert (ARNt) aminoacylés suivant les directives de l’ARNm et 
catalyse la formation d’un lien peptidique entre la chaîne peptidique nouvellement synthétisée 
et le nouvel acide aminé choisi. L’étape de terminaison a lieu lorsque le ribosome rencontre un 
codon de terminaison qui conduit au relâchement de la chaîne peptidique synthétisée et à la 
dissociation du ribosome en 40S et 60S. Chez les eucaryotes, l’initiation de la traduction est 
généralement l’étape la plus régulée qui contrôle la synthèse de protéines [116,117].  
1.6.1  Le modèle de la traduction coiffe-dépendante et du balayage  
 Tous les ARNm eucaryotes possèdent une structure en 5’ appelée coiffe, soit la 7-
méthylguanosine liée au nucléotide suivant, N, par un lien 5’-5’ triphosphate (m7GpppN). La 
coiffe est suivie d’une région appelée région non-traduite en 5’ de l’ARNm (5’UTR) composée 
d’un nombre variable de nucléotides  (entre 50-120 mais pouvant dépasser ce nombre), 
différents d’un messager à l’autre [118]. La région 5’UTR est suivie de la région codante qui, 
comme  son  nom l’indique, contient  l’information  pour synthétiser  la protéine  
correspondant  à l’ARNm.  Ensuite,  il y a une autre région non-traduite de taille variable et 
suivie de résidus adénylés  (queue poly-A)  en 3’ du messager (3’UTR). Chez les eucaryotes, 
l’initiation de la traduction de protéines a lieu généralement selon le
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Figure 1-1. Initiation de la traduction coiffe-dépendante (modèle du balayage). 
Adapté d’après F. Gebauer & M. W. Hentze [119]. Certains facteurs d’initiation qui présentent 
moins d’intérêt pour cette étude ont été omis au profit de la simplicité. Pour plus de détails, 











modèle proposé par Kozak [123], soit le modèle du balayage dépendant de la coiffe. 
Brièvement, la petite sous-unité ribosomique 40S est recrutée à la coiffe en 5’ à l’aide de 
plusieurs facteurs d’initiation (eIF) et, par la suite, elle balaye la région 5’UTR en direction 3’ 
jusqu’à la rencontre d’un codon initiateur (AUG) dans un contexte approprié (voir revues  [120-
122,124,125]).  
 Un regard plus détaillé sur le modèle du balayage dépendant de la coiffe (figure 1-1) 
nous apprend que, dans un premier temps, un complexe ternaire est constitué par le facteur 
d’initiation eIF2, une molécule de GTP et l’ARNt chargé de méthionine nécessaire à la 
reconnaissance du codon initiateur, Met-ARNtiMet. Ce complexe (eIF2•GTP•Met-ARNtiMet) est 
recruté par la sous-unité 40S déjà associée aux facteurs eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF5 et forme le 
complexe de pré-initiation 43S. Les facteurs eIF1, eIF1A et eIF3 stabilisent le complexe 43S. Ce 
dernier est ensuite recruté à la coiffe en 5’ de l’ARNm grâce à son interaction avec le complexe 
eIF4F, qui interagit avec la coiffe. Le complexe eIF4F est composé de eIF4E qui reconnaît la 
coiffe, de l’hélicase eIF4A et de eIF4G qui sert d’échafaud et qui interagit avec eIF4E, eIF4A et 
eIF3. Le facteur eIF4A  déroule les structures secondaires de l’ARNm durant le balayage de la 
région 5’UTR par le complexe 43S. Le processus du recrutement du complexe 43S à la coiffe est 
médié par l’interaction entre eIF3 et eIF4G et stimulé par la circularisation du messager. Cette 
circularisation résulte de l’interaction entre la protéine PABP qui lie la queue de poly-A en 3’ et 
le facteur eIF4G en 5’ du messager. Ce phénomène amène le 3’UTR en proximité du 5’UTR. 
Durant le balayage, le facteur eIF4B stimule l’activité de l’hélicase eIF4A. Lorsque le ribosome 
rencontre un codon initiateur dans le contexte Kozak (…A/GNNAUGG/A… chez les vertébrés), 
les facteurs eIF1 et eIF1A vérifient la précision de l’interaction entre le codon de l’ARNm et 
l’anticodon de Met-ARNtiMet. Par la suite, on assiste à l’hydrolyse du GTP lié à eIF2  par eIF5, à la 
dissociation des facteurs d’initiation, au recrutement et à l’association de la sous-unité 60S pour 
former le ribosome 80S capable de catalyser des liens peptidiques, association s’accompagnant 
aussi de l’hydrolyse de GTP catalysée par eIF5B [120-122,124,125]. Le modèle du balayage du 
ribosome, aussi nommé initiation coiffe-dépendante, proposé par Kozak, dépend absolument 
de la présence des protéines interagissant avec la coiffe, soit le complexe eIF4F, puisque le 
balayage ne peut se faire qu’une fois le ribosome lié à la coiffe via eIF4G.  
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1.6.2  Le modèle du site d’entrée interne du ribosome (IRES) 
 Plusieurs études ont montré qu’un autre mode d’initiation de traduction existe, qui est 
indépendant de la coiffe et des protéines interagissant avec la coiffe (figure 1-2). Il est médié 
par des régions spécifiques désignées sites d’entrée interne du ribosome (IRES) [126-128] qui se 
trouvent généralement dans la région non-traduite en 5’ de l’ARNm, à proximité du codon 
initiateur, et qui comportent des motifs très structurés [129]. Les premiers IRES ont été 
identifiés chez les picornavirus, une catégorie de virus à ARN dépourvus de coiffe tel que le 
virus de poliomyélite et le virus de l’encéphalomyocardite (EMCV) [129,130], ensuite chez de 
nombreux autres virus tels que le virus de l’hépatite C (VHC)[131], le virus de 
l’immunodéficience humaine de type 1 et 2 (VIH-1, VIH-2) [132,133], le virus du sarcome de 
Rous (RSV) [134], le virus de tumeur mammaire murine (MMTV) [135] et finalement chez des 
ARNm cellulaires [136-139]. Un grand nombre d’ARNm cellulaires contenant un IRES code pour 
des protéines qui jouent un rôle dans le contrôle de la prolifération cellulaire et de l’apoptose 
[114]. Présentement, il a été suggéré que 10-15% d’ARNm cellulaires pourraient contenir un 
IRES [140]. 
1.6.2.1  Les IRES des messagers viraux 
 Une caractéristique des messagers viraux est souvent l’absence de la coiffe (chez les 
picornavirus, pestivirus et certains flavivirus), la présence de plusieurs codons AUG avant le vrai 
codon initiateur et la présence d’une région 5’UTR longue et très structurée, riche en GC et 
présentant des motifs très stables [141,142]. Ces conditions ne favorisent pas une initiation de 
la traduction efficace via la coiffe, suivie d’un balayage. Selon la littérature, les IRES viraux sont 
des structures dans le messager viral capables de recruter le ribosome indépendamment de la 
présence de la coiffe et de la disponibilité de certains facteurs canoniques. Les facteurs 
canoniques nécessaires à l’initiation interne varient selon l’IRES viral. Le recrutement de la sous-
unité 40S via les IRES du virus de l’hépatite C (VHC) et de la peste porcine classique (PPC) 
n’implique aucun des facteurs du complexe eIF4F [143]. De plus, l’initiation interne dans la 
région dite intergénique chez le virus de la paralysie du cricket (CrPV) ne requiert aucun facteur 
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d’initiation canonique [144,145]. Le recrutement de la sous-unité ribosomique 40S à l’IRES viral 
peut se produire donc par l’interaction directe entre l’ARNm et la 40S (PPC, VHC, CrPV), ou bien 
cette interaction est modulée par l’action des ITAF (IRES trans-acting factor) ou par des facteurs 
canoniques d’initiation [142,146]. Les ITAF sont des protéines cellulaires qui lient l’ARN, ont de 
nombreux rôles dans une cellule et modèleraient la conformation des IRES viraux ou cellulaires, 
pour favoriser ou inhiber la liaison des ribosomes  [146-148]. Le recrutement des ribosomes aux 
IRES implique également l’association à la 40S du complexe ternaire eIF2•GTP•Met-ARNtiMet. 
Mais il arrive que eIF2 soit inactivé lors d’une infection virale. D’autres facteurs peuvent alors le 
remplacer et amener l’ARNt initiateur chargé de méthionine à la sous-unité 40S (voir section 
1.7.2). 
1.6.2.2  Les IRES des messagers cellulaires 
 Les IRES des messagers cellulaires qui ont été découverts se trouvent principalement 
chez des messagers qui codent pour des protéines régulatrices de la croissance ou enclenchant 
une réponse à divers stress et qui ont une région 5’UTR souvent très structurée et complexe 
[149]. La découverte des IRES a permis de mieux comprendre l’initiation de la traduction en 
présence des régions structurées en 5’UTR, régions connues pour interférer avec le balayage du 
ribosome [149,150]. L’initiation de la traduction IRES-dépendante des messagers cellulaires se 
manifesterait lorsque la traduction coiffe-dépendante est grandement réprimée  en conditions 
de stress cellulaire pour favoriser la traduction de protéines spécifiques [146], comme en phase 
G2 du cycle cellulaire [151], en hypoxie [152,153], durant l’apoptose [148] et même durant le 
développement [154]. Une balance fine entre la traduction coiffe-dépendante et celle via un 




Figure 1-2. Initiation de la traduction coiffe-dépendante vs. IRES-dépendante 












1.6.3  Le modèle du saut des ribosomes 
 L’initiation via un IRES permet au ribosome de contourner des structures d’un ARNm qui 
s’opposent au balayage en positionnant le ribosome à proximité de l’AUG initiateur. Il existe 
cependant un autre moyen de contourner ce genre de structures. C’est le modèle du saut des 
ribosomes rencontré chez les virus (de plantes) de la famille Caulimoviridae [155-157] ainsi que 
chez le virus Sendai [158] et chez l’adénovirus [159]. Dans le contexte du saut, la sous-unité 
ribosomique 40S est recrutée à l’aide des facteurs canoniques d’initiation au niveau de la coiffe 
en 5’ de l’ARNm et commence à balayer le messager jusqu'à la rencontre du codon initiateur. 
Cependant, lorsque la 40S rencontre des structures secondaires difficiles à dérouler, elle est 
plutôt propulsée en aval de ces dernières, tout au long du 5’UTR, jusqu'à l’atteinte du codon 
initiateur. Ce mécanisme évite au ribosome d’être freiné ou même bloqué par des structures 
inhibitrices. Par contre, le modèle du saut est peu caractérisé et peu rencontré chez les 
mammifères. Un premier cas de saut rapporté pour les messagers eucaryotes dans la littérature 
comprend la traduction du messager de la protéine HSP70 en conditions de choc thermique 
[160], bien que le mécanisme prédominant en conditions normales soit le modèle classique du 
balayage. Le second cas concerne le messager de la protéine anti-apoptotique cIAP2, traduit 





1.7  Mécanismes de régulation de l’initiation de la traduction coiffe-
dépendante 
 Deux mécanismes principaux sont connus pour contrôler l’initiation de la traduction dite 
coiffe-dépendante en conditions de stress cellulaire et les deux dépendent de l’état de 
phosphorylation des facteurs impliqués. Le premier mécanisme empêche le recrutement du 
complexe ribosomique 43S à l’ARNm tandis que le deuxième contrôle la formation  du 
complexe ternaire (figure 1-3).  
1.7.1  Activation des répresseurs 4E-BP 
 L’inhibition du recrutement du complexe ribosomique 43S à l’ARNm se fait via 
l’activation des répresseurs (4E-BP) du facteur de reconnaissance de la coiffe eIF4E (ou 4E) 
[162], comme par exemple lors de l’infection virale par des picornavirus tel que EMCV 
[163,164]. L’infection virale provoque la déphosphorylation des 4E-BP. Sous la forme 
déphosphorylée, 4E-BP séquestre le facteur 4E, ce qui interfère avec sa liaison à la coiffe et au 
facteur d’échafaudage 4G [164,165]. Ce mécanisme empêche la formation du complexe eIF4F 
au niveau de la coiffe et réprime l’initiation de la traduction coiffe-dépendante des messagers 
cellulaires mais n’affecte pas la traduction des messagers des picornavirus, qui utilisent 
l’initiation IRES-dépendante. 
1.7.2 Phosphorylation du facteur eIF2 
 La formation du complexe ternaire dépend de l’état d’une sous-unité du facteur 
d’initiation eIF2, eIF2α. Le complexe ternaire (eIF2•GTP•Met-ARNtiMet) amène l’ARNt chargé de 
méthionine au codon initiateur. Après la reconnaissance du codon, il y a hydrolyse du GTP lié à 
eIF2 et libération de eIF2-GDP. Le facteur eIF2B, qui échange le GDP pour un GTP, forme alors 
eIF2-GTP prêt à former un nouveau complexe ternaire et à participer à nouveau à l’initiation de 
la traduction. Lorsqu’il y a un stress cellulaire, des kinases phosphorylent la sous-unité α de 
eIF2, ce qui empêche eIF2B d’exercer son activité d’échangeur de GTP. Par conséquent, la 
synthèse globale des protéines est réprimée [166,167]. Par exemple, on connaît la kinase PERK 
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qui phosphoryle eIF2α en condition du stress du réticulum endoplasmique et qui réduit la 
traduction globale [168].  
 Puisque eIF2 participe à la formation du complexe ternaire et, par conséquent, au 
recrutement de l’ARNt chargé de méthionine au codon initiateur, sa phosphorylation pourrait 
en principe affecter également les IRES viraux et cellulaires. Cependant, des études ont 
rapporté que l’activité des IRES des messagers viraux et cellulaires [146,169-173] n’est pas 
inhibée par la phosphorylation de eIF2α. D’autres facteurs sont utilisés pour remplacer eIF2 en 
conditions de stress cellulaire, bien que le mécanisme ne soit pas encore caractérisé. Un 
exemple est le facteur eIF5B, orthologue du facteur IF2 chez les procaryotes, connu pour 
recruter le Met-ARNtiMet au ribosome, mais qui contribue à l’association de deux sous-unités 
ribosomiques au niveau du codon initiateur [174]. Deux études ont montré que eIF5B est utilisé 
à la place de eIF2 pour initier la traduction interne chez les virus PPC et VHC, appartenant à la 
même famille et ayant une structure similaire [169,170]. Un autre exemple connu est la ligatine 
et/ou la combinaison de protéines MCT-1/DENR qui permettent le recrutement de Met-
ARNtiMet au codon initiateur chez les IRES partageant des motifs semblables à celui de VHC 
[175,176]. Quant au virus CrPV, les éléments de  structure secondaire de son IRES permettent 
d’accomplir les fonctions de tous les facteurs canoniques nécessaires à l’initiation de la 
traduction. L’IRES du CrPV est d’ailleurs un cas particulier car le positionnement de l’un de ses 
domaines dans le site P du ribosome ne requiert pas le Met-ARNtiMet et l’initiation de la 
traduction via l’IRES du CrPV ne se fait pas au niveau d’un AUG [177]. 
 Par ailleurs, une étude rapporte que la phosphorylation de eIF2α induite par le stress du 
réticulum endoplasmique ou par la présence d’ARN double-brin étranger dans la cellule (ex : 
infection virale) peut également favoriser l’activité de certains IRES cellulaires ou viraux, tel que 
montré chez le messager cellulaire codant pour la protéine cat-1 (transporteur d’acides aminés 
cationiques de type 1) et le messager viral du CrPV [178]. Un mécanisme possible selon lequel 
la phosphorylation de eIF2α stimule indirectement l’activité d’un IRES, serait par l’induction 
d’une protéine nécessaire à l’activité de l’IRES en question. Cette hypothèse est d’ailleurs 
supportée par une étude chez le messager de cat-1 montrant que la phosphorylation de eIF2 
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Figure 1-3. Mécanismes de contrôle de la traduction en conditions de stress cellulaire. 
Figure adaptée d’après F. Gebauer et M. W. Hentze [119].  
A. Induction des répresseurs 4E-BP. Les 4E-BP sont des protéines liant le facteur eIF4E (4E) à 
l’état d’hypo-phosphorylation, soit en conditions de stress cellulaire. Cette interaction empêche 
la liaison de eIF4E à la coiffe et à eIF4G (4G), inhibant ainsi la traduction coiffe-dépendante. En 
présence de signaux de croissance cellulaire, les 4E-BP sont phosphorylés et libérés du 
complexe avec eIF4E. Le facteur eIF4E peut interagir alors avec la coiffe et avec eIF4G 
permettant ainsi l’initiation de la traduction. 
 B. Conséquences de la phosphorylation de eIF2α.  Le facteur eIF2 est constitué de 3 sous-
unités α, β et γ et il fait partie du complexe ternaire eIF2•GTP•Met-ARNtiMet. Lors d’un stress 
cellulaire, des kinases sont induites et phosphorylent la sous-unité α du facteur eIF2 lié au GDP 
[179,180]. Cette phosphorylation empêche la dissociation entre eIF2 et eIF2B et, comme eIF2B 
est présent en très faible quantité, elle inhibe une future réaction d’échange de GTP pour GDP. 















induit la synthèse d’un facteur nécessaire à la traduction de cat-1 via une initiation interne 
[181]. 
 
1.7.3  Clivage des facteurs canoniques d’initiation 
 Outre les mécanismes d’activation des 4E-BP et de phosphorylation de eIF2α qui 
inhibent la traduction coiffe-dépendante, certains virus utilisant un IRES codent pour des 
protéases qui clivent des facteurs canoniques d’initiation (eIF4G, PABP) [182,183]. Par 
conséquent, la traduction coiffe-dépendante est réprimée, sans affecter par contre la 




1.8  L’hypothèse de l’existence d’IRES chez l’ARNm de p53 
 Deux groupes de chercheurs ont identifié durant la même année une/deux région(s) 
IRES dans l’ARNm de p53. Le groupe de Yang [56] a identifié un IRES dans la région 5’UTR du 
messager de p53 qui régule la traduction de ce dernier en réponse aux dommages à l’ADN 
causés par l’étoposide. Le groupe de Das [57] a identifié deux régions IRES dans l’ARNm de p53. 
Un des IRES identifiés se trouve dans la région 5’UTR (que nous nommons IRES1), tout comme 
pour le groupe de Yang,  et il contrôle la synthèse de la protéine p53 pleine-longueur, tandis 
que le second IRES se trouve dans la région codante (premiers 120 nucléotides; nous le 
nommons IRES2) et il génère un isoforme dépourvu des 40 premiers acides aminés du domaine 
N-terminal de p53. Cet isoforme est nommé ΔNp53. De plus, l’activité de deux IRES identifiés 
par le groupe de Das est dépendante du cycle cellulaire : l’IRES de la région 5’UTR étant activé 
en phase G2, tandis que l’IRES de la région codante devient actif en phase G1-S du cycle 
cellulaire. La figure 1-4 présente les deux IRES de p53 sur la structure secondaire de l’ARNm de 
p53 déterminée par la technique de SHAPE (selective 2′-hydroxyl acylation analyzed by primer 
extension) [184]. 
  Récemment, le groupe de Ruggero [185] a montré qu’il y aurait une transition de la 
traduction coiffe-dépendante vers la traduction IRES-dépendante contrôlant l’expression de 
p53 durant la sénescence induite par l’oncogène Ras dans des fibroblastes de souris. 
Cependant, il faut noter que l’activité de l’IRES de p53 observée dans ces conditions de 
sénescence est très faible et pourrait difficilement être responsable d’une augmentation des 
niveaux de p53 observés dans la sénescence [47].  
 Plusieurs protéines sont connues dans la littérature pour agir sur la région 5’UTR du 
messager de p53 et influencer la synthèse de p53. Parmi ces protéines, nous pouvons citer p53, 
la protéine ribosomique L26, la nucléoline, PTB (polypyrimidine tract binding protein) et Mdm2 
[110,186-188]. Ces protéines détruisent ou maintiennent la stabilité des structures en 5’UTR, ce 
qui favorise ou inhibe la synthèse de p53. Notons que l’action de Mdm2 qui stimule la 
traduction de p53 diffère de son action classique comme ubiquitine ligase conduisant à la 
dégradation de p53. La stimulation de la traduction du messager de p53 par Mdm2 est 
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observée dans diverses conditions de stress qui répriment l’activité ubiquitine ligase de Mdm2 
[187]. Quant à la protéine ribosomique L26, la stimulation de la traduction de p53 est favorisée 
par la formation d’une hélice suite à l’interaction entre les régions 5’-3’ UTR [189]. Certaines 
des protéines interagissant avec le 5’UTR de l’ARNm de p53 telles la nucléoline et des protéines 
ribosomiques interagissent avec des structures IRES des messagers viraux et agissent comme 





Figure 1-4. Localisation et structure des régions IRES de l’ARNm de p53. 
A. Structure secondaire de la région en 5’ de l’ARNm de p53 résolue par la technique de SHAPE. 
Les codons d’initiation sont indiqués par une flèche et la protéine produite est indiquée en 
couleur : mauve pour l’AUG(+1), responsable de la synthèse de p53, et rose pour l’AUG (+40), 
responsable de la production de l’isoforme ΔNp53. Adaptée d’après Blaszczyk et Ciesiolka 
[184].  
B. Localisation des IRES de p53 selon le groupe de Das [57]. L’IRES1 est localisé dans la région 
5’UTR du messager de p53 et les ribosomes initient au codon initiateur (+1). L’IRES2 s’étend sur 
les premiers 40 codons de la région codante du messager de p53 et les ribosomes initient au 













1.9  p53 et son isoforme ΔNp53 
 p53 oligomérise et se trouve sous la forme de tétramère dans la cellule. L‘un des 
isoformes le plus étudié est l’isoforme ΔNp53 qui est dépourvu du domaine N-terminal où se 
trouve le premier domaine de transactivation de p53 (1-40 aa (acides aminés)) et le site 
d’interaction avec Mdm2 (17-23 aa)[192]. Cependant, ΔNp53 possède encore le deuxième 
domaine de transactivation (43-63 aa)[193,194] ainsi que le domaine de liaison à l’ADN et le 
domaine d’oligomérisation C-terminal (figure 1-5). Cet isoforme permet la formation des 
complexes tétramères de p53 ayant une composition différente de p53 pleine-longueur. Les 
complexes contenant un niveau élevé de l’isoforme ΔNp53 sont plus résistants à la dégradation 
par Mdm2 et cela influence l’expression des gènes induits par p53 [195]. 
 Basé sur des observations selon lesquelles la production d’ARNm de p53 atteint un pic 
en phase G1-S, tandis que le niveau maximal de protéine p53 est atteint au milieu de la phase S, 
le groupe de Das [57] suggère que le rapport p53/ΔNp53 pourrait être un facteur essentiel pour 
la régulation de la traduction de p53 et pour l’entrée en phase G2-M du cycle cellulaire. Les 
auteurs proposent un modèle selon lequel  la production de l’isoforme ΔNp53 en phase G1-S 
empêche l’interaction de p53 avec le 5’UTR de son ARNm et donc cela permet la production 
p53 pleine-longueur au milieu de la phase S jusqu’à un certain niveau quand p53 arrive à 
interagir avec le 5’UTR et inhiber sa propre traduction, ce qui permet l’entrée en phase G2-M. 
 Selon d’autres études,  la surexpression de ΔNp53 dans des cellules dépourvues de p53 
peut induire l’apoptose, ce qui signifie que cet isoforme peut agir indépendamment ou de 
concert avec p53 pleine longueur pour promouvoir différentes réponses cellulaires face aux 
stress [195]. Également, une autre étude a montré que la surexpression de ΔNp53 dans des 
souris transgéniques conduit à la sénescence cellulaire et au vieillissement prématuré [21]. 
Notons que le niveau d’expression de ΔNp53 observé varie dans les différentes lignées 
cancéreuses étudiées [196]. Toutes ces études nous conduisent à croire que l’expression des 
deux isoformes de p53 à différents niveaux serait un facteur important dans la décision 
cellulaire différenciée et spécifique face aux différents stress.………………………………………………….
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Figure 1-5. Représentation des domaines de p53 et de son isoforme ΔNp53. 
Adapté d’après Joerger et  Fersht [197] et Chiang et al. [198]. Les différents domaines  de p53 et 
de ΔNp53 sont indiqués en couleur et portent chacun un nom : les domaines de transactivation 
1 et 2 (TAD1 et TAD2), la région riche en proline (PRR), le domaine de liaison à l’ADN (DBD), le 
signal de localisation au noyau (NLS) (305-322), le domaine de tétramérisation (TET) et le 
domaine C-terminal (CT). L’isoforme ΔNp53 ne possède pas le premier domaine de 

















1.10  Étude de l’activité des IRES de l’ARNm de p53 
1.10.1  Hypothèse 
 En conditions de stress cellulaire, tel que le stress oxydatif dans la sénescence, on 
assiste à une répression de la traduction globale de protéines, due à une diminution de la 
traduction coiffe-dépendante [111]. Étant donné qu’une grande partie du métabolisme 
cellulaire est concentrée sur la synthèse globale de protéines, une régulation générale à ce 
niveau est requise pour limiter une dépense d’énergie inutile et pour favoriser des réponses 
spécifiques indispensables au rétablissement du bon fonctionnement de la cellule. Tout 
dépendamment de la sévérité des dommages engendrés par les stress cellulaires, des réponses 
seront mises en place pour activer la synthèse de facteurs spécifiques nécessaires pour 
diminuer le stress et rétablir les conditions physiologiques cellulaires normales ou bien pour 
entraîner la sénescence cellulaire ou l’apoptose [115]. 
 Notre étude porte sur la traduction de p53 dans la sénescence qui est accompagnée  
d’un stress cellulaire oxydatif. En conditions de répression de la traduction coiffe-dépendante, 
la traduction de p53 via un/des IRES deviendrait alors importante pour assurer la réparation et 
la survie des cellules endommagées ou bien la mort cellulaire. Une seule étude (mentionnée 
plus haut, section 1.8) a montré jusqu’à maintenant que l’IRES1 de l’ARNm de p53 serait activé 
dans la sénescence induite par l’oncogène Ras [185]. Notre hypothèse est que les deux IRES du 




1.10.2  But de notre étude 
 Le but général de cette étude est d’identifier les éléments-clés qui contrôlent l’activité 
des deux IRES du messager de p53 et d’étudier leur comportement dans le modèle de 
sénescence réplicative et de sénescence induite par l’oncogène Ras.  
 Dans un premier temps, qui fait l’objet de ce mémoire, nous avons construit et mis au 
point le système nécessaire pour étudier les IRES de p53. Par la suite, nous avons analysé 
l’intégrité des vecteurs et l’activité des IRES dans les cellules transformées HEK293T. Ensuite, 
nous voulions analyser l’activité des IRES de l’ARNm de p53 dans la sénescence réplicative et 
celle induite par l’oncogène Ras dans des fibroblastes primaires humains. 
1.10.3  La méthode du vecteur bicistronique comme système d’étude 
 La méthode largement utilisée dans la littérature pour l’étude des IRES est le vecteur 
bicistronique qui contient la région IRES d’intérêt entre deux gènes rapporteurs [129]. Les 
rapporteurs choisis sont des gènes qui peuvent être facilement quantifiés tels que les gènes des 
luciférases (Renilla, luciole). L’initiation de la traduction du premier gène rapporteur dépend de 
la coiffe (coiffe-dépendante) tandis que l’expression du deuxième gène rapporteur dépend de 
l’IRES de la région intercistronique (IRES-dépendante). Des vecteurs contrôles sont utilisés pour 
établir le bruit de fond, tel qu’un vecteur vide et un vecteur contenant une séquence linker sans 
activité IRES dans la région intercistronique. Pour prévenir la translecture, c’est-à-dire, lecture 
par le ribosome d’un codon de terminaison du premier gène comme un codon sens, des codons 
de terminaison additionnels sont ajoutés. Également, une région très structurée telle que l’IRES 
inactivé du virus EMCV, nommée ΔEMCV, peut être ajoutée dans la région intercistronqiue 
précédant l’IRES d’intérêt ou bien en 5’ de l’ARNm précédant le premier gène rapporteur du 
vecteur bicistronique afin de bloquer tout interférence de la traduction coiffe-dépendante avec 
l’expression du second gène rapporteur [199]. 
 Pour étudier les IRES de p53, nous avons construit par clonage plusieurs vecteurs 
bicistroniques à deux luciférases contenant le gène de la Renilla (Rluc), le gène de la luciole 
(Fluc) et une des régions IRES d’intérêt du messager de p53 dans la région intercistronique :  le 
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5’UTR (IRES1), le début de la région codante entre les codons 1 et 40 (IRES2), la région 
5’UTR+codons 1-40 (IRES*) et les mutants au codon AUG(+40) (IRES*1) ou AUG(+1) (IRES*2). 
L’initiation de la traduction de la Rluc dépend de la coiffe tandis que celle de la Fluc dépend de 
l’IRES de la région intercistronique. L’activité de l’IRES est évaluée par le rapport entre les 
activités luciférases : Fluc/Rluc. Comme contrôle négatif, nous avons cloné les séquences 
complémentaires de l’IRES1 et de l’IRES2 (SERI1 et SERI2) entre les deux gènes luciférases 
rapporteurs. Un contrôle négatif supplémentaire a été réalisé en clonant la séquence ΔEMCV 
dans la région intercistronique. Pour confirmer l’absence d’interférence de la traduction coiffe-
dépendante sur la traduction du deuxième cistron, nous avons ajouté, dans un deuxième 
temps, la structure ΔEMCV en amont de la région IRES ou bien en 5’ de l’ARN messager, proche 
de la coiffe. 
 Contrairement aux données de la littérature, nous n’avons pas observé d’activité IRES 
dans l’ARNm de p53 dans des cellules HEK293T ou dans des fibroblastes primaires sénescents. 
Nous avons alors révisé systématiquement les données concernant les IRES cellulaires et 
découvert que l’existence de la plupart des IRES cellulaires des organismes vertébrés est 
contestée. Nous avons également constaté l’existence d’un autre mécanisme d’initiation de la 





Chapitre II : Méthodologie 
2.1 Construction des rapporteurs luciférases 
pDual-IRES-p53. Pour étudier l’activité des IRES de l’ARNm de p53, des vecteurs bicistroniques 
pDual-IRES-p53 ont été construits à partir du vecteur rapporteur à deux luciférases pDual-HIV(-
1) [200] codant pour les gènes luciférases de la Renilla (Rluc) et de la luciole (Fluc), séparés par 
la région de changement de cadre de lecture du virus de l’immunodéficience humaine de type 1 
(VIH-1). Différentes régions d’intérêt du messager de p53 ont été clonées entre les séquences 
de Rluc et de Fluc, telles que la région 5’UTR (IRES1), les premiers 120 nucléotides de la 
séquence codant pour p53 (codons 1-40; IRES2) ou bien le 5’UTR+début région codante (IRES*), 
dans les sites de restriction des enzymes KpnI et BamHI. Également, des vecteurs contrôles ont 
été réalisés (SERI1 et SERI2) en clonant les séquences complémentaires des IRES de p53 en sens 
inverse entre Rluc et Fluc. En plus des régions IRES d’intérêt ou des régions contrôle, toutes les 
constructions bicistroniques contiennent également : trois codons de terminaison précédant 
l’IRES, afin de permettre une terminaison efficace de la traduction du premier cistron Rluc, un 
codon initiateur AUG en aval de l’IRES et les 30 nucléotides suivants, pour préserver le contexte 
du codon initiateur et l’intégrité de l’IRES, ainsi qu’une séquence linker de 30 nucléotides 
(codant pour GGGGSGGGGS) qui sépare la région intercistronique de la séquence de Fluc, 
empêchant l’interférence de la région intercistronique avec le repliement de Fluc. La 
transcription des gènes luciférases est sous le contrôle du promoteur CMV qui  génère un 
ARNm bicistronique.  
 Pour la construction du vecteur pDual-IRES1-p53, un brin synthétique (BioCorp) a été 
utilisé, contenant la séquence du 5’UTR de l’ARNm de p53 chez l’humain, trouvée dans la base 
de données GenBank (AY627884). Le fragment a été amplifié en deux étapes utilisant les 
amorces A et B (étape 1) et C et D (étape 2) (voir Tableau I).  
 Pour la construction du vecteur pDual-IRES2-p53, la région entre les codons 1-40 a été 




 Pour la construction du vecteur pDual-SERI1-p53 (SERI2), contenant la région 5’UTR  (ou 
les codons 1-40) complémentaire inversée du messager de p53, un brin synthétique (BioCorp) a 
été amplifié en utilisant les amorces suivantes : I et B (étape 1) et J et D (étape 2) pour SERI1; K 
et F (étape 1) et L et H (étape 2) pour SERI2.  
 Pour la construction du vecteur pDual-IRES*-p53, contenant la région 5’UTR et le début 
de la région codante du messager de p53, un brin synthétique (BioCorp) a été amplifié en deux 
étapes en utilisant les amorces suivantes : A et F (étape 1) et C et H (étape 2).  
 Pour la construction des mutants du vecteur pDual-IRES*-p53, soit le pDual-IRES*1 et le 
pDual-IRES*2, des mutations ponctuelles dirigées (T2A et T119A) ont été effectuées afin de 
changer les codons initiateurs ATG en AAG, à l’aide de la technique de PCR à 4 oligonucléotides 
[202] en utilisant les amorces suivantes :  M/H  et C/N pour pDual-IRES*1-p53; O/H et C/P pour 
pDual-IRES*2-p53. 
 Dans chaque cas, les fragments obtenus ont été hybridés à une température de 68°C 
pendant 3 min. Par la suite, le fragment a été complété par la polymérase Phusion en ajoutant 
les amorces externes C et H, 15 min à 72°C. L’amplification du fragment s’est poursuivie par la 
réaction habituelle de PCR.  
pDual-ΔE-IRES-p53 et pDual-ΔEMCV(CTL).  Pour la construction du contrôle négatif pDual-
ΔEMCV(CTL), l’IRES inactivé du virus EMCV (nommé ΔEMCV)[199] a été cloné en deux étapes 
dans le rapporteur à deux luciférases pDual-HIV(-1). Dans un premier temps, le fragment 
ΔEMCV a été amplifié à partir du vecteur pRΔEF [199] en utilisant les amorces Q et R. Le 
fragment obtenu a été cloné dans le vecteur pDual-HIV(-1) dans les sites des enzymes KpnI et 
BamHI. Dans un deuxième temps, le fragment contenant la séquence linker a été amplifié à 
partir du vecteur pDual-IRES1Δ30-p53 (soit le pDual-IRES1-p53 manquant les 30 nucléotides 
après le codon initiateur, réalisé au laboratoire) avec les amorces S et T et cloné dans le vecteur 
de l’étape 1 entre les sites de BamHI/BglII et Pfl23II. 
pDual-5’ΔE-ΔE-IRES-p53.  Pour vérifier l’activité des régions IRES du messager de p53 en 
absence de traduction de Rluc, la région structurée ΔEMCV a été ajoutée en 5’ de la séquence 
codant pour la luciférase Rluc. Plus précisément, la région ΔEMCV a été amplifiée à partir du 
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vecteur pDual-ΔEMCV(CTL) avec les amorces U et V et clonée dans les vecteurs pDual-ΔE-IRES-
p53 (IRES1 et 2) ainsi que dans les vecteurs contrôles négatifs contenant les régions SERI1 et 2, 
dans le site de restriction de HindIII.   
Vecteur Fluc-Coiffe Dépendante (Fluc-CDep). Pour la construction du vecteur exprimant la 
luciférase Fluc via une initiation coiffe-dépendante (Fluc-CDep), le site de BamHI a été rajouté 
par la technique de PCR à 4 oligonucléotides dans le vecteur pDual-HIV(0)[200] en amont de la 
séquence codant pour la luciférase Rluc, avec les amorces X/Y et Z/W. Plus précisément, le 
fragment final amplifié a été cloné dans les sites de SnaBI et BsaBI. Ensuite, la séquence de Rluc 
a été éliminée par digestion du vecteur résultant avec l’enzyme BamHI. La ligation du vecteur 
restant sur lui-même a permis l’obtention du rapporteur monocistronique Fluc-CDep 
permettant l’expression de Fluc de manière coiffe-dépendante.  
Vecteur dépourvu de promoteur, pDual-ΔCMV-IRES*-p53. Pour vérifier l’absence de 
promoteur cryptique dans la région 5’UTR et au début de la région codante, le promoteur CMV 
a été éliminé du vecteur pDual-IRES*-p53. Dans un premier temps le site de SpeI a été ajouté à 
la fin de la séquence de CMV à l’aide de la technique de PCR à 4 oligonucléotides avec les 
amorces A’/B’ et C’/D’. Par la suite, le vecteur a été digéré avec SpeI et religué sur lui-même. 
Vecteurs rétroviraux pMSCV-(ΔE)-IRES-p53. Pour étudier l’activité des IRES de l’ARNm de p53 
dans la sénescence, la cassette Rluc-IRES-Fluc a été préalablement clonée dans le vecteur 
rétroviral pMSCV-hygro (Clontech), un système d’expression optimisé pour étudier des gènes 
dans les cellules souches humaines ou murines, mais également dans la plupart des cellules de 
mammifères. Le vecteur pMSCV contient entre autre une séquence linker ayant plusieurs sites 
de restriction ainsi qu’un gène de résistance à l’hygromycine. Dans un premier temps, nous 
avons effectué la ligation de la cassette Rluc-IRES-Fluc, obtenue par la digestion des vecteurs 
bicistroniques pDual avec HindIII, traitement au Klenow (NEB) et digestion à nouveau avec XhoI, 
avec le vecteur pMSCV préalablement digéré avec  SnaBI et XhoI. Les vecteurs obtenus lors de 




 Pour la construction des  rapporteurs rétroviraux pMSCV-ΔE-IRES-p53, nous avons cloné 
le fragment issu de la digestion des différents vecteurs pDual-ΔE-IRES avec BsaBI et Pfl23II dans 
le vecteur pMSCV-IRES1-p53 préalablement digéré avec ces mêmes enzymes.   
2.2 Culture et transfection des cellules HEK293T 
  L’activité des IRES de p53 a été d’abord étudiée dans les cellules en culture HEK293T, 
lignée de cellules immortalisées dérivant des cellules rénales embryonnaires humaines et 
exprimant de manière stable l’antigène T du virus simien SV40. Les cellules HEK293T ont été 
maintenues dans un milieu synthétique (Dulbecco's modified Eagle medium) (DMEM; Gibco) 
supplémenté avec 10% de sérum bovin fœtal (FBS; Wisent) et avec les antibiotiques pénicilline 
/streptomycine sulfate 1% (Wisent) à 37°C, 5% CO2. Les cellules HEK293T ont été cultivées dans 
des plaques de 6 puits (3x105 cellules/puits) dans 3 mL de DMEM complet et transfectées 24 
heures plus tard, à 75-80% de confluence, avec l’une des constructions bicistroniques 
(1ug/puits) en utilisant l’agent de transfection transitoire polyéthylènimine (PEI; Polysciences, 
Inc). Pour transfecter, 3ug de PEI a été utilisé par ug d’ADN transfecté. Un mélange de 
PEI/DMEM incomplet (Vfinal de 83uL/transfection) et d’ADN/DMEM (1ug ADN/transfection;        
Vfinal de 83uL/transfection) ont été réalisés préalablement à la transfection. Après 5 min 
d’incubation à la température de la pièce, les deux solutions ont été combinées. Après au 
moins 15 min d’incubation à température de la pièce, le complexe PEI/ADN a été déposé 
uniformément dans les puits contenant les cellules HEK293T. Les cellules ont été récoltées 48 
heures post-transfection, lavées à la solution saline PBS pour éliminer les cellules mortes et les 
débris, puis lysées dans 250 μL de tampon de lyse (Promega). Les lysats ont été par la suite 
conservés à -80° C jusqu'à leur utilisation.  
2.3 Infection des fibroblastes IMR90 
  La méthode d’infection des fibroblastes primaires humains IMR90 (ATCC, USA) est 
constituée de plusieurs étapes. Dans un premier temps, des cellules Phoenix-amphotropiques 
(Phoenixa; ATCC, USA) programmées de produire les protéines nécessaires pour l'assemblage et 
la production des virus sont cultivées dans une plaque de 10 cm (4-5x106cellules/plaque, 9 mL 
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DMEM complet). 12 heures plus tard, les Phoenixa sont co-transfectées par la méthode 
standard au calcium phosphate [203] avec l’un des différents vecteurs rétroviraux pMSCV-IRES 
décrits plus tôt (20 ug/transfection) et le vecteur contenant la séquence signal d'assemblement 
du virus (10 ug/transfection). 12 heures post-transfection, une solution de sodium butyrate est 
rajoutée (10 mM final) pour favoriser l'expression des gènes viraux. 12 heures plus tard, le 
milieu des cellules Phoenixa est changé. 12-16 heures après, ce même milieu contient les virus 
exprimant la cassette Rluc-IRES-Fluc et le gène de résistance (hygromycine). Il est d’abord filtré 
(filtre 0.45 μm) et ensuite transféré sur les fibroblastes en culture IMR90 cultivés la veille de 
l’infection (8x105 cellules/plaque 10 cm). 4 μg de polybrène/mL de milieu sont rajoutés à la fois 
sur les fibroblastes pour favoriser l’infection.  Cette étape est effectuée 3 fois en 24 heures afin 
de maximiser l’efficacité d’infection des fibroblastes. Une plaque de Phoenixa a été utilisée par 
plaque d’IMR90. Les IMR90 infectés ont été sélectionnés avec 100 μg/mL de hygromycine pour  
environ 5 jours, 12-16 heures après la dernière infection. Des contrôles de sélection à 
l’hygromycine ont été réalisés concomitamment afin de suivre la sélection. L’état de 
sénescence cellulaire réplicative a été vérifié au microscope, selon la morphologie aplatie et 
large des cellules sénescentes. Les IMR90 ont été récoltés tout de suite après la fin de la 
sélection (IMR 90 jeunes)/lorsqu’ils avaient un phénotype sénescent (sénescence réplicative ou 
induite avec Ras), lavées au PBS et récoltés  dans 100 μL de tampon de lyse PLB/plaque de 10 
cm. Les lysats cellulaires ont été gardés à -80°C jusqu'à leur utilisation. 
2.4 Sénescence induite par l’oncogène Ras dans les IMR90 
 Pour étudier l’activité des IRES du messager de p53 dans la sénescence induite par 
l’oncogène Ras, des plaques individuelles de cellules Phoenixa ont été transfectées tel que 
décrit précédemment avec les vecteurs rétroviraux pMSCV-IRES ou bien avec le vecteur pBabe-
Ras [47] ou les vecteurs vides correspondants. Lors de l’étape d’infection des IMR90 par les 
virus produits par les cellules Phoenixa, nous avons transféré sur les IMR90 le milieu d’une 
plaque de Phoenixa, transfectée avec l’un des vecteurs pMSCV-IRES, ainsi que le milieu d’une 
plaque transfectée avec pBabe-Ras ou le vecteur vide. Les fibroblastes ont été sélectionnés 
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avec l’hygromycine (100 μg/mL,~5 jours) et la puromycine (2,5 μg/mL, ~3 jours) et récoltés tel 
que décrit plus haut. 
2.5 Mesure des activités luciférases 
  Pour la mesure des activités luciférases, les échantillons de cellules HEK293T ou IMR90 
ont été décongelés et ensuite centrifugés 3 min afin de précipiter les débris cellulaires. 
L’expression des luciférases a été mesurée à l’aide du luminomètre de marque Hidex 
TriathlerTM. L’activité luciférase a été mesurée avec l’ensemble commercial Dual-Luciferase 
Assay System (Promega) dans les IMR90 selon les instructions du manufacturier. Par contre, les 
mesures des activités luciférases dans les HEK293T ont été prises avec un agent préparé au 
laboratoire. 50 μL d’une solution contenant le substrat de Fluc sont ajoutés à trois quantités 
différentes de lysat de HEK293T, suivi de l’ajout d’une seconde solution qui éteint la lumière 
émise par Fluc et qui contient le substrat de Rluc. La solution mesurant l’activité Fluc contient 
15 mM MgSO4, 30 mM Tricine pH 7.8, 0.1 mM D-luciférine (Nanolight Technologies), 0.1 mM 
coenzymeA (Nanolight Technologies) et 3 mM ATP, tandis que la solution mesurant l’activité 
Rluc contient 1.1 M NaCl, 2.2 mM EDTA , 0.22 M KH2PO4/K2HPO4 pH 5.1, 0.44 mg/mL BSA, 1.3 
mM NaN3 et 1.43 μM coelenterazine (Nanolight Technologies) (1 mg dissous dans 1 mL 100% 
ETOH anhydre, 2.45 mM final). Les valeurs obtenues à l’aide du luminomètre représentent des 
comptes d’émissions photoniques qui sont proportionnels à la quantité de chaque luciférase 
présente dans le lysat. L’activité IRES est calculée par le rapport Fluc/Rluc où Fluc est produite 
via l’IRES de la région intercistronique tandis que Rluc est traduite via le mécanisme coiffe-
dépendant. Par ailleurs, les rapports Fluc/Rluc obtenus en présence des vecteurs pDual-
ΔEMCV(CTL), pDual-SERI1-p53 ou pDual-SERI2-p53 ont servi de contrôles, dépendamment des 
expériences, et ont été fixés arbitrairement à 1. Les mesures des activités luciférases ont été 
effectuées à partir de 3 expériences indépendantes réalisées en duplicata. Les valeurs obtenues 
pour les différentes expériences ont été traitées avec le logiciel GraphPad Prism version 4.00 
(Windows) pour calculer la moyenne, l’erreur standard et pour effectuer les tests statistiques, 









A 5’GCTAGGTACCCACCAGATCTTAGTCTAGAGCCACCGTCCAGGGAGC- 3’  
B 5’CGTTGGATCCCGCTTCCGCCTCCGCCCTCGACGCTAGGATCTGACTGACTGCGGC- 3’ 
C 5’GCTAGGTACCCTAGGGTCTCTCTTAGACCAGATCTTAGTCTAGAGCCACCG- 3’ 
D 5’CGTTGGATCCCGCTTCCGCCTCCGCCGCTTCCGCCTCCGCCCTCGACGC- 3’ 
E 5’GCTAGGTACCCACCAGATCTTAGGAGGAGCCGCAGTCAGATCCTAGC-3’  
F 5’CGTTGGATCCCGCTTCCGCCTCCGCCAATATCGTCCGGGGACAGCATCAAA-3’
G 5’GCTAGGTACCCTAGGGTCTCTCTTAGACCAGATCTTAGGAGGAGCCGCAGTC-3’
H  5’CGTTGGATCCCGCTTCCGCCTCCGCCGCTTCCGCCTCCGCCAATATCGTCCG- 3’
I 5’GCTAGGTACCcACCAGATCTTAGGGCAGTGACCCGGAAGGCAGTCT- 3’  
J 5’GCTAGGTACCcTAGGGTCTCTCTTAGACCAGATCTTAGGGCAGTGACCCGG- 3’
























Chapitre III: Résultats 
3.1 Constructions bicistroniques nécessaires pour l’étude des             
IRES de p53 
 Pour étudier le comportement des IRES de l’ARNm de p53 dans les cellules HEK293T et 
ensuite dans un modèle de sénescence, plusieurs constructions à deux luciférases ont été 
réalisées au laboratoire au début de cette étude (figure 3-1). Nous avons pris comme modèle le 
système bicistronique utilisé précédemment dans l’étude de l’IRES situé en 5’UTR de l’ARNm 
pleine-longueur du virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) [204], c'est-à-dire 
un plasmide contenant les séquences codant pour la luciférase de la Renilla (Rluc) et de la 
luciole (Fluc) séparées par une région intercistronique où est inséré l’IRES étudié. Le principe 
d’utilisation des vecteurs à deux luciférases est illustré dans la figure 3-1B. L’expression des 
luciférases à partir d’un transcrit bicistronique est sous le contrôle du promoteur CMV.  
L’initiation de la traduction du premier gène codant pour la luciférase Rluc est coiffe-
dépendante, tandis que la traduction du deuxième gène codant pour la luciférase Fluc dépend 
de l’IRES dans la région intercistronique. L’expression de Rluc et de Fluc dans les lysats 
cellulaires est évaluée, après transfection avec la construction bicistronique, en mesurant la 
lumière émise par les deux luciférases en présence de leur substrat (la D-luciférine pour Fluc; la 
coelenterazine pour Rluc) à l’aide d’un luminomètre, et analysée avec les logiciels Excel et 
GraphPad. L’activité IRES est évaluée par le rapport des activités luciférases Fluc/Rluc. 
 Les différentes régions correspondant à l’IRES1, l’IRES2 ou bien à l’IRES* de p53 (voir 
figure 3-1A) ont été clonées dans un vecteur de base à deux luciférases pDual-VIH-1(-1). Ce 
dernier code pour les luciférases Rluc et Fluc séparées par une région intercistronique 
contenant la séquence de changement de cadre de lecture de l’ARNm pleine-longueur du VIH-1 
[200]. Les différentes régions d’intérêt de l’ARNm de p53 ont remplacé la région 
intercistronique initialement présente dans le vecteur de base. La séquence de l’IRES1 est 
présente dans la région 5’UTR du messager de p53 et la séquence de l’IRES2 couvre les 
premiers 40 codons de la région codante de p53, tandis que la séquence IRES* s’étend sur la 
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région 5’UTR et le début de la région codante, et contient donc l’IRES1 plus l’IRES2. De plus, 
deux dérivés de l’IRES* ont été réalisés en mutant soit le codon initiateur (+1), ce qui 
correspond à la construction de l’IRES*2, soit le codon initiateur (+40), ce qui correspond à la 
construction de l’IRES*1. L’IRES* et ses mutants devraient permettre de vérifier l’influence de la 
région codante sur l’activité de l’IRES1 ainsi que l’influence du 5’UTR sur l’activité de l’IRES2. 
Deux contrôles négatifs ont été également construits, en clonant la séquence complémentaire 
correspondant à l’IRES1 (SERI1) ou à l’IRES2 (SERI2) dans la région intercistronique du vecteur 
de base. Les premiers résultats de cette étude (voir plus loin, figure 3-2B) nous ont conduit par 
la suite à la construction d’un autre contrôle négatif ayant comme séquence, dans la région 
intercistronique, l’IRES inactivé du virus de l’encéphalomyocardite (nommé ΔEMCV, ΔE), un 
IRES très structuré qui a été inactivé par mutagenèse [199]. À noter que lors de la construction 
des vecteurs bicistroniques, trois codons de terminaison (UAG) ont été introduits après la 
séquence de Rluc pour favoriser une terminaison efficace du premier cistron, ainsi qu’une 
séquence linker précédant la séquence codant pour Fluc. Ce linker évite l’interférence de la 
région intercistronique avec le repliement de la luciférase Fluc. Par ailleurs, pour préserver le 
contexte du codon initiateur dans les différentes constructions IRES/SERI (comme, par 
exemple, la formation éventuelle d’une tige-boucle dans le voisinage du codon initiateur), 30 
nucléotides du messager de p53 ont été préservés à la suite du codon initiateur, précédant la 





Figure 3-1. Système d’étude bicistronique utilisé dans l’étude des IRES de l’ARNm de p53. 
A. Régions IRES d’intérêt dans l’ARNm de p53 et séquences contrôles négatifs clonées dans la 
région intercistronique du système bicistronique, entre les séquences codant pour Rluc et Fluc. 















3.2 Les IRES de p53 ne présentent pas d’activité significativement 
différente des contrôles SERI  
 Dans un premier temps, nous avons évalué l’expression des luciférases à partir des 
constructions pDual-IRES-p53 réalisées, contenant les différentes régions IRES d’intérêt décrites 
dans la section précédente, ainsi que la reproductibilité des résultats dans les cellules HEK293T 
(figure 3-2 B, C). Le rapport des activités luciférases Fluc/Rluc obtenu pour le vecteur pDual-
SERI1-p53, un des deux contrôles négatifs, a été arbitrairement fixé à 1. Ces premiers résultats 
nous ont montré que toutes les constructions expriment les deux luciférases. Cependant, nous 
observons que les activités de l’IRES1 et de l’IRES2 de p53, tels que décrits dans la littérature, 
ne sont pas significativement différentes par rapport aux contrôles négatifs correspondants, 
SERI1 et SERI2. Rappelons que les contrôles SERI représentent la séquence complémentaire de 
l’IRES1 de p53 ou de l’IRES2 clonée entre les luciférases Rluc et Fluc. Les structures avoisinant 
les codons initiateurs ne sont plus les mêmes par rapport au contexte des IRES. Nous ne nous 
attendions pas à obtenir des activités équivalentes dans les régions IRES et SERI. Pourquoi on 
s’imaginerait avoir une activité dans la région complémentaire d’une séquence contenant un 
IRES? Nous proposons deux hypothèses possibles expliquant les résultats obtenus : soit les 
activités IRES de p53 sont très faibles dans ces circonstances, car elles sont équivalentes aux 
activités des contrôles négatifs correspondants, soit les constructions SERI auraient elles aussi 
une activité IRES et ne seraient pas de bons contrôles négatifs. Nous avons construit alors un 
autre contrôle négatif pour vérifier cette deuxième hypothèse (voir plus loin, figure 3-3C).  
 Nos premiers résultats indiquent également que l’activité de l’IRES* et de ses mutants 
IRES*1 et IRES*2 sont similaires au contrôle SERI1. Nous n’observons pas d’influence de la 




Figure 3-2. Activité des différentes régions IRES d’intérêt de l’ARNm de p53 dans le système  
bicistronique. 
A. Modèle de vecteur bicistronique (pDual-IRES-p53) utilisé pour étudier les régions IRES 
d’intérêt de p53.  
 B. Activités des régions IRES de p53 exprimées par le rapport Fluc/Rluc. L’IRES1 correspond à la 
région 5’UTR, l’IRES2 correspond aux premiers 40 codons de la région codante, tandis  que 
l’IRES* couvre la région 5’UTR et les premiers 40 codons de la région codante. L’IRES*1 
comporte le codon initiateur (+40) muté, tandis que l’IRES*2 comporte le codon initiateur (+1) 
muté. Les constructions ayant les régions SERI1 et SERI2 dans la région intercistronique sont les 
contrôles négatifs. 
 C. Exemple de valeurs des activités luciférases exprimées en nombre de comptes bruts dans un 
lysat de cellules HEK293T (5 uL) qui ont été transfectées avec les différents vecteurs 
bicistroniques  ou avec le vecteur vide pcDNA 3.1. Trois expériences indépendantes en 





  comptes  
             Vecteur Fluc Rluc 
Blanc (pcDNA 3.1) 687 1 291 663 1 599 
pDual-SERI1 1 672 649 61 746 870 1 852 945 49 869 845 
pDual-IRES1 
1 568 067 35 372 335 
1 950 693 53 416 170 
pDual-SERI2 1 436 157 99 269 100 2 064 877 88 752 700 
pDual-IRES2 2 025 828 88 213 680 1 082 402 61 037 370 
pDual-IRES* 2 775 044 43 906 530 
2 342 846 43 183 755 
pDual-IRES*2 1 633 440 33 998 785 
1 760 801 44 028 890 
pDual-IRES*1 1 096 095 26 491 685 







3.3  Les IRES de p53 présentent une activité significative par rapport 
au contrôle négatif pDual-ΔEMCV(CTL) 
  L’activité des régions IRES d’intérêt n’étant pas significativement différente par rapport 
aux contrôles SERI, nous avons alors construit un nouveau contrôle négatif (pDual-
ΔEMCV(CTL)), voir plus loin) et vérifié si, dans notre système bicistronique, il peut y avoir 
traduction du second cistron codant pour Fluc suite à divers événements de traduction, comme 
la réintiation après la traduction du premier cistron ou la translecture du codon de terminaison 
indiquant la fin de la traduction de ce premier cistron.  
 La réinitiation peut avoir lieu après la traduction du premier cistron si la petite sous-
unité ribosomique 40S ne se détache pas de l’ARNm après la rencontre du codon de 
terminaison et elle poursuit le balayage du messager. Par conséquent, la rencontre d’un 
prochain codon d’initiation dans le contexte Kozak (dans ce cas, le premier AUG rencontré à 
l’extrémité de la région intercistronique) pourrait entraîner le recrutement et l’association de la 
sous-unité 60S et le début d’un nouveau cycle d’initiation de la traduction [205]. Pour 
empêcher la réintiation de la traduction de conduire à l’expression de Fluc, nous avons ajouté 
une séquence très structurée, soit l’IRES inactivé du virus de l’encéphalomyocardite (ΔEMCV, 
ΔE) [199] au début de la région intercistronique en amont de la séquence IRES d’intérêt (figure 
3-3A). Cette structure est supposée de bloquer tout mouvement du ribosome le long du 
messager. Les constructions contenant cette structure sont nommées pDual-ΔE-IRES-p53. 
ΔEMCV est un IRES inactivé couramment utilisé dans la littérature pour empêcher une 
réinitiation à partir des 40S ayant participé à la lecture du premier cistron d’un vecteur [199]. 
Ce même IRES inactivé a été utilisé aussi pour réaliser le nouveau contrôle négatif nommé 
pDual-ΔEMCV(CTL), où cette séquence ΔEMCV constitue la région intercistronique du vecteur à 
deux luciférases (figure 3-3C). 
 Un autre événement anormal de traduction, qui peut se produire dans le système 
bicistronique et conduire à l’expression du second cistron, est la translecture, soit la lecture 
d’un codon de terminaison par le ribosome comme étant un codon sens. Cela arrive lorsqu’un 
ARN de transfert, dont le codon diffère par une base d’un codon de terminaison, se lie au 
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Figure 3-3. Activité des différentes régions IRES d’intérêt de l’ARNm de p53 dans le système 
bicistronique, après l’ajout d’une tige-boucle contrôle précédant la région IRES dans la région 
intercistronique. 
A. Modèle de vecteur bicistronique (pDual-ΔE-IRES-p53) utilisé pour étudier l’influence possible 
de la réinitiation ou de la translecture sur le rapport Fluc/Rluc.  
B. Activités des régions IRES de p53 exprimées par le rapport Fluc/Rluc. L’activité des régions 
5’UTR (IRES1), codons 1-40 (IRES2), 5’UTR+codons 1-40 (IRES*) ou du contrôle négatif (SERI1) 
est évaluée dans les constructions bicistroniques (pDual-IRES-p53) par rapport aux activités des 
même constructions comportant une région hautement structurée, l’IRES inactivé du virus 
EMCV (ΔE ou ΔEMCV). Une valeur de 100 est attribuée au rapport Fluc/Rluc obtenu pour les 
constructions sans ΔEMCV.  
C. Activité des différentes régions IRES d’intérêt du messager de p53 par rapport au nouveau 
contrôle négatif ΔEMCV(CTL). Une valeur de 1 est attribuée au ΔEMCV(CTL). L’étude est réalisée 















ribosome. Cet événement permet l’incorporation d’un acide aminé au niveau du codon de 
terminaison et donc la continuation de la traduction par le ribosome, ce qui entraîne la 
production d’une protéine de fusion Rluc-IRES-Fluc. Pour éviter cet événement, nous avons 
inséré dès le début de notre étude trois codons de terminaison (3 UAG, revoir figure 3-1B) 
après le premier cistron, ce qui assure une terminaison complète de la traduction du premier 
cistron. De plus, la présence de ΔEMCV bloque tout mouvement des ribosomes, incluant les 
ribosomes qui auraient lu par erreur le codon de terminaison du premier cistron comme un 
codon sens.  
 Les résultats obtenus après l’ajout de la séquence structurée ΔEMCV en amont des 
régions IRES d’intérêt de p53 indiquent une diminution significative (de 25% à 50%) de l’activité 
IRES dans certains cas (ΔE-SERI1, ΔE-IRES1 et ΔE-IRES*) par rapport aux constructions sans la 
séquence ΔEMCV (figure 3-3B). Nous suggérons que cette diminution de la traduction de Fluc 
correspond à l’élimination de protéine Fluc produite principalement par réinitiation. Une faible 
translecture n’est pas exclue, mais nous pensons que les trois codons de terminaison à la fin de 
la séquence codant pour Rluc ont empêché efficacement cet événement. Nous observons 
également qu’il n’y a pas de diminution d’activité de l’IRES2 précédé par le ΔEMCV (ΔE-IRES2). Il 
est possible que dans ce cas-ci, il n’y ait pas de réinitiation ou de translecture.  
 L’activité des IRES de p53 a aussi été examinée dans les cellules HEK293T en utilisant les 
constructions pDual-ΔE-IRES-p53 comparées au nouveau contrôle négatif pDual-ΔEMCV(CTL) 
décrit plus haut (figure 3-3C). Nous remarquons toujours l’absence de différence significative 
entre l’activité des IRES et celle des contrôles SERI. Notons que les différences des rapports 
Fluc/Rluc entre le contrôle négatif ΔEMCV(CTL) et les constructions ΔE-IRES sont significatives 
(6 à 15 fois supérieures). Nous ne pouvons cependant pas affirmer tout de suite que la 
séquence 5’UTR (IRES1), les premiers 40 codons (IRES2), ainsi que la région qui couvre les 2 
séquences (IRES*), aient une activité IRES. L’expression de Fluc pourrait dépendre d’un autre 
phénomène que l’existence d’un IRES (voir section 3.5). Cependant, dans un premier temps, 
nous avons cherché à savoir si les présumées activités IRES observées seraient suffisantes pour 
compenser pour l’inhibition de la traduction coiffe-dépendante (voir section suivante).
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Figure 3-4. Expression de la luciférase Fluc via une initiation coiffe-dépendante vs. le 
mécanisme d’initiation présumé IRES-dépendant. 
A. Modèles de vecteurs exprimant Fluc via un mode d’initiation coiffe-dépendant. Le vecteur 
Fluc CDep est une construction monocistronique exprimant Fluc via une initiation coiffe-
dépendante. Le vecteur Fluc in frame est une construction bicistronique contenant comme 
premier cistron la séquence de Rluc suivie d’une séquence linker dépourvue de codon de 
terminaison (région intercistronqiue) et de la séquence codant pour Fluc en deuxième cistron. 
Dans ce cas-ci également, Fluc est produite via un mécanisme d’initiation coiffe-dépendant.  
B. Comparaison de l’expression de Fluc via le mode d’initiation coiffe-dépendant avec le mode 
d’initiation présumé IRES-dépendant. L’expression de Fluc via un mécanisme coiffe-dépendant 
(vecteurs Fluc  CDep et Fluc in frame) correspond au 100% de l’expression de Fluc. Le vecteur 
bicistronique ΔE-IRES1 contient la région 5’UTR du messager de p53 précédée par la séquence 
hautement structurée ΔEMCV et produit Fluc via un mécanisme impliquant un présumé IRES 
dans la région intercistronique. L’étude est réalisée dans les cellules HEK293T. Trois expériences 



















3.4  L’initiation de la traduction via les présumés IRES de p53 est 
négligeable  par rapport à l’initiation coiffe-dépendante 
 Pour vérifier l’efficacité d’initiation de la traduction via les présumés IRES de p53 par 
rapport à l’initiation coiffe-dépendante, nous avons mesuré le niveau de Fluc produit via l’IRES1 
de p53 par rapport au niveau de Fluc produit par le mécanisme d’initiation coiffe-dépendant. 
Pour cela, nous avons construit un vecteur monocistronique exprimant la luciférase Fluc via un 
mécanisme d’initiation coiffe-dépendant (Fluc CDep). Dans cette étude, un autre vecteur 
bicistronique, disponible au laboratoire, a été utilisé (Fluc in frame). Cette dernière construction 
contient les séquences des deux luciférases Rluc et Fluc dans le même cadre de lecture, 
séparées par une région linker et où le premier cistron ne se termine pas par un codon d’arrêt. 
Par conséquent, le vecteur bicistronique Fluc in frame permet la production d’une protéine de 
fusion Rluc-Fluc via un mécanisme coiffe-dépendant, tout comme le vecteur monocistronique 
Fluc CDep. Ces deux constructions sont utilisées comme référence pour l’expression de Fluc 
dépendante de la coiffe (figure 3-4A). Nous observons que la production de Fluc via la coiffe est 
environ 100 fois supérieure à la production de Fluc via l’IRES1 de p53 (figure 3-4B). Nous 
déduisons que l’activité de l’IRES1 de p53 pris en exemple (tout comme celle de l’IRES2 ou de 
l’IRES* qui ont une activité semblable) est infime par rapport à l’initiation de la traduction via la 
coiffe. Même si les valeurs des activités IRES/SERI sont significatives par rapport au contrôle 
négatif ΔEMCV(CTL) (figure 3-3C), ces valeurs sont négligeables par rapport à la traduction 
coiffe-dépendante. Il ne semble pas possible que de telles activités IRES puissent compenser 
pour l’inhibition de la traduction coiffe-dépendante. De plus, nous avons effectué une 
expérience supplémentaire qui nous amène à suggérer que l’expression de Fluc ne résulte pas 




3.5  L’activité apparente  des IRES de p53 semble être  principalement 
due à un faible épissage à partir de sites cryptiques d’épissage  
 Les deux régions du messager de p53 identifiées avoir un IRES, soit le 5’UTR (IRES1) et 
les premiers 120 nucléotides du début de la région codante (codons 1-40; IRES2), on été 
décrites dans la littérature, bien que les séquences exactes des IRES ne soient pas encore 
délimitées [56,57]. Cependant, nos résultats avec les contrôles pDual-SERI1/2-p53 (et ΔE-
SERI1/2), nous ont conduit à émettre des doutes en ce qui concerne l’existence des présumés 
IRES de p53. D’autant plus que nous avons trouvé que de nombreux présumés IRES bien décrits 
dans la littérature sont de faux IRES [206-208], où l’expression du second cistron résultait en 
fait de la présence d’un promoteur cryptique dans la région intercistronique ou d’un faible 
épissage impliquant un site donneur cryptique dans la séquence de Rluc et un site accepteur 
cryptique dans la région intercistronique. 
 La faible activité IRES/SERI observée pourrait provenir de la présence d’un promoteur 
cryptique dans la région intercistronique. À la différence du promoteur CMV qui produit des 
ARNm bicistroniques codant pour Rluc et Fluc, à partir des vecteurs pDual-IRES-p53 (ou ΔE-
IRES), le promoteur cryptique de la région intercistronique entraînerait la production de 
transcrits monocistroniques plus courts codant uniquement pour Fluc. Pour vérifier l’hypothèse 
de l’existence possible d’un promoteur cryptique dans la région intercistronique des vecteurs 
pDual-IRES1/IRES2 ou IRES*, nous avons éliminé le promoteur CMV du vecteur pDual-IRES*-
p53, contenant la région 5’UTR plus le début de la région codant pour p53 entre Rluc et Fluc. Le 
nombre de comptes obtenus suite aux essais luciférases des lysats de HEK293T transfectées 
avec le  vecteur pDual-IRES* sans promoteur CMV n’est pas significativement différent du bruit 
de fond (résultats non présentés). Cette expérience nous permet d’affirmer que la séquence de 
l’IRES*, plus spécifiquement la région 5’UTR + le début de la région codant pour p53, ne 
contient pas de promoteur cryptique. Nous avons ensuite vérifié si un faible épissage pourrait 
contribuer à la production de luciférase Fluc à partir des vecteurs pDual-ΔE-IRES/SERI-p53. 
 Il a été observé que dans la séquence de Rluc on retrouve un site donneur d’épissage 
[209]. Suite à cette observation, ce site d’épissage a été muté mais cela n’exclut pas qu’il 
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subsiste des sites d’épissage cryptique dans le gène de Rluc. Notons que s’il y avait épissage 
dans le cas de nos vecteurs, cet épissage serait très limité puisque nous avons vu que 
l’expression de Fluc produite dans nos expériences ne correspond qu’à environ 1% de Fluc 
produite via le mécanisme coiffe-dépendant (figure 3-4). Nous avons vérifié si la séquence 
intercistronique IRES/SERI contient un site d’épissage accepteur cryptique. La présence d’un 
site accepteur cryptique dans la région intercistronique entraînerait la production des transcrits 
codant pour le produit de fusion Rluc-Fluc contenant une portion de Rluc et générant Fluc 
uniquement, par le mécanisme d’initiation coiffe-dépendant. Nous avons effectué de nouvelles 
constructions à partir des vecteurs pDual-ΔE-IRES dans lesquels nous avons cloné la séquence 
ΔEMCV en 5’ de Rluc (figure 3-5A). L’ajout de ΔEMCV en 5’ de Rluc bloque la traduction coiffe-
dépendante du gène de Rluc. Si Fluc est produite à partir d’un ARNm épissé contenant un 
fragment de Rluc fusionné à Fluc, la synthèse de Fluc serait également bloquée. Si par contre, la 
synthèse de Fluc n’est pas affectée, elle résulte d’une activité IRES (figure 3-5B). Dans ce cas, 
cela signifierait qu’il y a un IRES dans les régions proposées mais aussi dans leur séquence 
complémentaire! 
 Nos résultats montrent que l’ajout de ΔEMCV en 5’ de Rluc ne réprime pas uniquement 
la synthèse de Rluc (1-2% restant), mais également celle de Fluc (10-20% restant, figure 3-5C,D). 
Nous remarquons donc que l’activité restante de Fluc produite via l’initiation IRES-dépendante 
est très faible par rapport à l’activité Fluc des vecteurs sans ΔEMCV en 5’. Puisque l’ajout de 
ΔEMCV en 5’ affecte grandement la production de Fluc, nous suggérons qu’un site d’épissage 
cryptique accepteur se trouverait dans les régions IRES ou SERI, participant à la production des 
messagers Rluc-Fluc, contenant le fragment N-terminal de Rluc (ou même pas de Rluc si le site 
d’épissage se trouve dans la région 5’UTR de Rluc) et la séquence complète de Fluc. Par 
conséquent, Fluc est synthétisée selon un mécanisme coiffe-dépendant. La région 
intercistronique est éliminée en partie. Nous répétons que l’épissage dû à un site accepteur 
cryptique dans la région IRES ou SERI serait peu efficace dans nos constructions (pDual-ΔE-
IRES/SERI) car le niveau de protéine Fluc produite est très faible par rapport au 100% de Fluc 
produite via l’initiation coiffe-dépendante (Fluc CDep, figure 3-4).       
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Figure 3-5. Activité des différentes régions IRES d’intérêt de l’ARNm de p53 dans le système 
bicistronique, après l’ajout d’une structure en 5’ du messager, empêchant la traduction 
coiffe-dépendante. 
A. Modèle de vecteur utilisé pour vérifier la présence possible d’un site cryptique d’épissage 
dans le système bicistronique et son influence sur le rapport Fluc/Rluc.  
B.  Situations possibles conduisant à l’expression de Fluc : 1. via un site d’épissage cryptique se 
trouvant dans la région intercistronique ou 2. via une initiation interne de la traduction (IRES). 
L’ajout de ΔEMCV en 5’ de Rluc ne devrait pas affecter l’expression de Fluc si elle est produite 
via l’IRES de la région intercistronique.   
C. Activité des régions 5’UTR (IRES1), codons 1-40 (IRES2), ou des contrôles négatifs (SERI1, 
SERI2), tous précédés de ΔEMCV, par rapport aux activités des mêmes constructions 
comportant de plus la région hautement structurée ΔEMCV (ΔE) en 5’ de Rluc.  
D. Exemple de valeurs des activités luciférases résiduelles (exprimées en %), après l’ajout de 
ΔEMCV en 5’ de Rluc, mesurées dans un lysat de HEK293T. Trois expériences indépendantes en 






























 En conclusion, les résultats obtenus montrent que les régions IRES d’intérêt du 
messager de p53 (IRES1: 5’UTR, IRES2: début région codante, IRES*: 5’UTR+début région 
codante) ont une activité relativement significative par rapport au contrôle négatif ΔEMCV(CTL) 
dans les cellules transformées HEK293T. Cependant, ces activités sont très faibles. De plus, nos 
résultats suggèrent fortement que ces activités, tout comme les activités des régions SERI, 
séquences complémentaires des IRES correspondants, proviennent d’un faible épissage dû à un 
site cryptique dans la région intercistronique. Il a été montré cependant que de nombreux IRES 
ont une très faible activité dans des conditions normales mais sont stimulés en conditions de 
stress, lorsque la traduction coiffe-dépendante est réprimée [114,142,146]. Nous avons donc 
fait quelques expériences préliminaires pour examiner s’il y a une activité IRES dans la région 





3.6  L’expression de Fluc n’augmente pas dans la sénescence 
 Nous avons examiné l’activité des présumés IRES du messager de p53 dans des 
fibroblastes humains sénescents (IMR90), afin de déterminer si cette activité est augmentée 
dans les conditions de sénescence. Les fibroblastes étant des cellules primaires, leur taux de 
transfection est très faible en utilisant des agents classiques de transfection transitoire. Par 
conséquent, nous avons eu recours à la transfection stable des fibroblastes à l’aide de la 
technique d’infection avec des vecteurs rétroviraux. Dans ce but, nous avons généré de 
nouvelles constructions en clonant la cassette Rluc-ΔE-IRES-Fluc dans le vecteur rétroviral de 
base pMSCV (figure 3-6A). Ces constructions ont été utilisées lors de l’infection des fibroblastes 
IMR90 jeunes. Des essais luciférases ont été par la suite effectués à partir des lysats de 
fibroblastes jeunes infectés et des lysats de fibroblastes sénescents issus de la co-infection avec 
l’oncogène Ras ou de la sénescence réplicative. Tout comme dans les HEK293T, l’efficacité des 
IRES de p53 dans les fibroblastes a été évaluée par l’activité Fluc normalisée par rapport à celle 
de Rluc.  
 Si l’expression de Fluc provient d’un transcrit épissé, qui est sous contrôle d’une 
traduction coiffe-dépendante, le rapport Fluc devrait demeurer semblable dans les cellules 
sénescentes et non-sénescentes. Par contre, si l’expression de Fluc dépend d’un IRES activé 
dans les conditions de sénescence, ce rapport devrait augmenter suite à la diminution de 
l’expression de Rluc (coiffe-dépendante) et l’augmentation de l’expression de Fluc (IRES-
dépendante). D’une part, la traduction coiffe-dépendante est réprimée, puisque la sénescence 
est accompagnée entre-autres d’un stress oxydatif connu pour inhiber l’initiation de la 
traduction coiffe-dépendante [68,69,72,111], d’autre part, la production de Fluc devrait 
augmenter si la région intercistronique comporte un véritable IRES activé par le stress 




 Les résultats obtenus chez les fibroblastes sénescents exprimant de manière stable la 
cassette Rluc-ΔE-IRES-Fluc, et où la sénescence a été induite par Ras, nous indiquent que le 
rapport Fluc/Rluc n’augmente pas par rapport aux résultats obtenus chez les fibroblastes non 
sénescents (figure 3-6 B, C). En fait, ce rapport diminue, semblant indiquer que la traduction du 
transcrit épissé exprimant la Fluc est plus rapidement affectée. La diminution du rapport 
Fluc/Rluc nous indique qu’il n’y a pas d’IRES dans la région 5’UTR (IRES1) du messager de p53, 
au début de la région codante (IRES2) ou dans la région couvrant les deux séquences (IRES*). 
Les résultats obtenus dans le contexte de sénescence réplicative chez les fibroblastes (résultats 
non présentés) sont semblables aux résultats obtenus pour la sénescence induite par 
l’oncogène Ras, ce qui semble confirmer qu’il n’y a pas d’IRES dans l’ARNm de p53, que ce soit 
dans la région 5’UTR ou au début de la région codante, et que ce soit en conditions normales ou 
en conditions de stress. Nos résultats contredisent donc toute une littérature basée sur 




Figure 3-6. Activité des présumés IRES de p53 dans la sénescence. 
A. Rapporteur rétroviral dérivé du vecteur pMSCV, contenant les différentes régions IRES de 
p53 précédées par la structure en tige-boucle ΔEMCV, utilisé dans la sénescence. Les régions 
importantes sont définies en couleur sur le vecteur : l’origine de réplication (origine ColE1), les 
régions 5’LTR et 3’LTR nécessaires pour la transcription et l’intégration du transcrit au génome 
de la cellule hôte, la séquence du signal d’encapsidation (Psi), les séquences Rluc, ΔE-IRES et 
Fluc, le gène de résistance à l’hygromycine sous le contrôle du promoteur mPGK et le gène de 
résistance à l’ampicilline (AmpR) sous le contrôle de son promoteur (Amp prom). Les vecteurs 
rétroviraux pMSCV sont utilisés pour la transfection stable par infection des fibroblastes 
primaires humains (IMR90) afin d’étudier le comportement des IRES de p53 dans la sénescence. 
B. Activités des présumés IRES de p53 dans des fibroblastes sénescents, où la sénescence a été 
induite avec l’oncogène Ras. L’IRES1 correspond au 5’UTR du messager de p53, l’IRES2 
correspond au début de la région codante de p53 (codons 1-40), tandis que SERI1 et SERI2 sont 
des séquences contrôles. 
 C. Valeurs des activités luciférases exprimées en nombre de comptes dans un lysat de 
fibroblastes humains IMR90 sénescents (40 uL) co-infectés avec les différents vecteurs 











Chapitre IV : Discussion 
4.1 Justification du projet et bref aperçu de résultats 
 Le but de mon projet de recherche était d’identifier les éléments-clés modulant l’activité 
des IRES de l’ARNm de p53 et ensuite d’étudier leur comportement dans la sénescence. La 
présence de deux IRES dans le messager de p53 semblait démontrée dans la littérature et de 
nombreux articles interprétaient les résultats décrivant une augmentation du niveau de p53 en 
condition de stress comme la conséquence d’une stimulation de l’activité de ces IRES. En outre, 
l’article de Ruggero publié dans Embo Journal mentionnait qu’il y avait augmentation de 
l’activité de l’IRES en 5’UTR du messager de p53 dans la sénescence [185].  
 Nos résultats ont montré que le système de vecteurs à deux luciférases ne permet pas 
d’observer une activité IRES dans l’ARNm de p53 par rapport à un contrôle négatif dépourvu 
d’IRES. Notre étude nous a permis d’infirmer l’existence des IRES dans l’ARNm de p53. Nous 
suggérons plutôt que la synthèse de p53 en conditions de stress cellulaire, tel que la 
sénescence, pourrait être coiffe-indépendante, ce qui signifie qu’elle ne dépend pas du facteur 
eIF4E interagissant avec la coiffe, mais non IRES-dépendante puisque le ribosome n’est pas 




4.2 Réexamen des données qui affirment l’existence d’un ou deux 
IRES dans l’ARNm de p53  
 L’existence d’un ou deux IRES dans l’ARNm de p53 a été proposée indépendamment par 
Das [57] et Yang [56] et l’hypothèse que cette activité serait stimulée dans la sénescence a été 
évoquée par Ruggero [185]. Suite à nos résultats, nous proposons un examen approfondi de ces 
résultats.   
4.2.1 L’étude de Das décrit deux régions IRES dans l’ARNm de p53 
 L’étude de Das [57] conclut que l’ARNm de p53 contient deux régions ayant une activité 
IRES : l’une dans la région 5’UTR du messager (que nous nommons l’IRES1) et l’autre dans les 
120 premiers nucléotides de la région codante (codons 1-40; que nous nommons l’IRES2). Les 
auteurs ont utilisé un vecteur bicistronique à deux luciférases, où les séquences de l’ARN 
messager de p53 utilisées étaient identiques à celles que nous avons employées (voir étude de 
Das [57]). Par contre, il peut y avoir des variations dans les séquences Rluc et Fluc ainsi que 
dans la région 5’UTR de Rluc. Leur étude est faite dans des cellules HeLa (carcinome du col de 
l'utérus humain) ou bien dans des cellules H1299 (carcinome de poumon humain). Les valeurs 
des activités IRES que trouvent Das et son groupe sont en accord avec nos observations. Les 
auteurs ont observé que les activités de l’IRES1 et de ce qu’ils nomment l’IRES2, mais qui 
correspond à IRES*2 selon notre nomenclature, sont 12 fois supérieures au même contrôle 
négatif que le notre.  Ils ont également observé que la mutation du premier AUG n’influençait 
pas l’activité IRES de leur construction IRES*. Tout comme pour notre étude, les activités IRES 
ne résultaient pas de la présence d’un promoteur cryptique. 
 Contrairement à nous, le groupe de Das affirme qu’il n’y a pas d’épissage cryptique dans 
son système bicistronique. En utilisant les techniques d’immunobuvardage de type Northern et 
de RT-PCR, les auteurs n’observent pas d’ARN additionnel à l’ARN correspondant au messager 
bicistronique. Ils admettent toutefois que ces techniques ne sont pas assez sensibles pour 
détecter des transcrits résultant d’un faible épissage. Cependant, lorsqu’ils introduisent en 5’ 
du messager bicistronique une structure en tige-boucle qui empêche l’initiation de la traduction 
coiffe-dépendante, leurs résultats divergent des nôtres. En effet, lorsqu’ils insèrent la même 
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structure que nous (le ΔEMCV) en 5’ du messager bicistronique, l’activité Rluc diminue 
fortement mais, contrairement à nos observations, l’activité Fluc ne diminue pas 
significativement. Pour expliquer cette contradiction, nous pourrions imaginer qu’un site 
d’épissage donneur se trouve dans la région 5’UTR de Rluc du vecteur bicistronique et un site 
d’épissage accepteur se trouve dans la région intercistronique (5’UTR du messager de p53 ou 
codons 1-40). Cependant, le site d’épissage donneur se trouverait entre la tige-boucle ajoutée 
en 5’ du messager et la séquence de Rluc dans notre système, tandis qu’il se trouverait en 
amont de la tige-boucle inhibant la traduction dans le système de Das (figure 4-1). De la sorte, 
la structure inhibante serait conservée dans le transcrit résultat d’un épissage dans nos 
expériences mais pas dans le cas du groupe de Das, ce qui expliquerait notre divergence. 
 Les auteurs ont également transfecté directement des cellules en culture avec les ARN 
bicistroniques correspondant à leurs vecteurs bicistroniques et ils ont obtenu les mêmes 
résultats que lors de l’utilisation des plasmides. Dans le cas de la transfection directe de l’ARN 
dans les cellules, il n’y a pas d’épissage possible. D’ailleurs, ce type d’expérience a 
fréquemment révélé l’absence d’activité IRES dans des régions 5’UTR de messagers où il avait 
été proposé qu’il existe une activité IRES. Comment expliquer alors les divergences entre les 
résultats du groupe de Das et les nôtres? Une explication purement spéculative est que le 
ribosome effectuerait un saut [155] dans leurs constructions et que ce saut lui permettrait 
d’éviter l’effet inhibiteur de la structure introduite dans la région 5’UTR du messager (figure 4-
2). Puisque ce phénomène se manifeste lors de la traduction, il pourrait se produire aussi bien 
lorsque les cellules sont transfectées avec les vecteurs à deux luciférases qu’avec les ARN 
bicistroniques correspondants. (voir plus loin, section 4.3.3). 
 Le groupe de Das a également comparé les résultats obtenus avec des constructions 
contenant la structure ΔEMCV dans la région intercistronique, avant les présumés IRES de p53. 
Une critique que nous pouvons formuler concerne le fait que l’activité de cet IRES augmente 
alors. Cela devrait être le contraire puisque la présence de la structure complexe empêche des 
ribosomes ayant réinitié ou effectué une translecture de traduire Fluc et c’est d’ailleurs ce que 
nous observons.      ……………………………………………………………………………………………………………………..
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Figure 4-1. Modèle réconciliant l’étude du groupe de Das et notre étude en rapport avec une 
structure en tige-boucle en 5’ du messager bicistronique qui empêche la traduction de Rluc. 
Le modèle présente le système bicistronique contenant le gène de la Renilla  (Rluc, en jaune) et  
le gène de la luciole (Fluc, en vert) séparés par la région IRES d’intérêt. Une tige-boucle inhibant 
la traduction de Rluc est présente en 5’ de Rluc. Les éléments du système bicistronique du 
groupe de Das (A) sont les mêmes que ceux de notre système bicistronique (B), sauf la région 
5’UTR de la Rluc. Dans les deux cas, un site d’épissage cryptique accepteur se trouve 
probablement dans la région IRES intercistronique (le 5’UTR du messager de p53 (IRES1) ou les 
premiers codons 1-40 (IRES2)).  
A. Dans l’étude de Das, un site d’épissage cryptique donneur se trouverait avant la tige-boucle 
de sorte que l’épissage éliminerait la tige-boucle et la séquence codant pour Rluc. Le transcrit 
résultant produit uniquement la Fluc.  
B. Dans notre étude, un site d’épissage cryptique donneur se trouverait après la tige-boucle de 
sorte que l’épissage éliminerait probablement la séquence de Rluc mais pas la tige-boucle en 5’ 
du messager. Le transcrit résultant contenant la tige-boucle empêche la traduction de Fluc. Il 
















 Une autre critique que nous apportons à cet article et qui a suscité notre intérêt porte 
sur la construction utilisée pour déterminer l’activité de l’IRES de la région codante (l’IRES2) du 
messager de p53. Les auteurs n’ont pas pris uniquement les premiers 120 nucléotides de la 
région codante (codons 1-40) pour étudier son activité dans le vecteur bicistronique, mais 
également la région 5’UTR ayant le premier codon initiateur muté (AAG(+1)). Il serait donc faux 
d’attribuer l’activité IRES2 à la région codante sans prendre en considération l’influence 
possible de la région 5’UTR qui se trouve en amont. Pour cette raison, nous avons réalisé la 
construction nommée pDual-IRES2-p53, qui ne contient que les premiers 120 nucléotides de la 
région codant pour p53, ainsi que la construction pDual-IRES*2, qui contient le 5’UTR + le début 
de la région codante du messager de o53 où le premier codon initiateur a été muté (figure 4-3).
 Selon la structure proposée par le groupe de Ciesiolka pour la région 5’UTR de l’ARNm 
de p53 [184] (figure 1-4, Introduction) et selon les résultats du groupe de Das [57], nous avons 
pensé qu’il serait possible qu’il y ait un seul IRES dans le messager de p53, occupant la région 
qui couvre le 5’UTR et le début de la région codante. Cet unique IRES serait capable d’initier au 
premier ou au second codon initiateur, dépendamment des conditions. D’ailleurs, un cas où un 
IRES permet l’initiation de la traduction à l’un de deux codons initiateurs a déjà été observé 
chez le virus de l’hépatite C (VHC) [210] où suivant les conditions, la sous-unité 40S peut, à 
partir du même IRES, initier la traduction de la polyprotéine du virus ou d’une protéine dite F, 
dans un autre cadre de lecture. Nous avions alors décidé d’étendre les régions IRES1 et 2, afin 
d’obtenir l’IRES* tout en mutant les codons initiateurs correspondant à la région ajoutée 
(obtenant les constructions IRES*1 et IRES*2). Cependant, le système d’étude bicistronique 
utilisé ne nous a pas permis, comme nous l’avons discuté, de valider la présence d’un/des IRES 
dans l’ARNm de p53. Il faut remarquer que, dans la littérature sur les IRES de p53, il s’est 
produit une dérive subtile attribuant donc l’activité IRES2 aux premiers 120 nucléotides de la 





Figure 4-2. Modèle additionnel expliquant l’expression de Fluc dans le système bicistronique 
du groupe de Das. 
Système bicistronique contenant le gène de la Renilla  (Rluc, en jaune) et  le gène de la luciole 
(Fluc, en vert) séparés par la région IRES d’intérêt. Une tige-boucle inhibant la traduction de 
Rluc est présente en 5’ de Rluc.   
A. Lors du balayage du 5’UTR du messager bicistronique, le ribosome pourrait rencontrer un 
site cryptique pour effectuer un saut dans les constructions de Das, ce qui lui permettrait 
d’éviter l’effet inhibiteur de la structure introduite en 5’ de Rluc. Le ribosome atterrirait plus 
loin, avant ou dans la région intercistronique, et aurait la possibilité d’initier la traduction du 
deuxième cistron. Dans ce cas-ci, Fluc sera produite. 
B. Modèle plus représentatif du contexte de la traduction illustrant des structures secondaires 
dans la conformation de l’ARN messager bicistronique, de sorte que certaines régions éloignées 
puissent se trouver dans le voisinage du ribosome, ce qui favorise le saut du ribosome lorsqu’il 
rencontre des structures secondaires stables durant le balayage du messager, à la rencontre 



















4.2.2 L’étude de Yang s’oppose aux observations de Fahraeus concernant 
la présence d’un IRES dans la région 5’UTR de l’ARNm de p53 
4.2.2.1 L’étude de Yang décrit un IRES dans la région 5’UTR de l’ARNm de p53 
 Yang et al. [56] ont décrit un IRES dans la région 5’UTR de l’ARNm de p53, mis en 
évidence avec un vecteur bicistronique à deux luciférases. Tout comme le groupe de Das, ils ont 
montré qu’il n’y avait pas de promoteur cryptique qui serait responsable de l’expression de 
Fluc. Les auteurs ont également suggéré qu’il n’y avait pas d’épissage cryptique en se basant sur 
l’absence de bandes supplémentaires lors d’une analyse par RT-PCR. Rappelons toutefois que la 
sensibilité de cette méthode risque d’être insuffisante pour détecter les produits d’un épissage 
cryptique présents en très faibles quantités [206,211]. 
 Yang et al. [56] ont montré dans un premier temps que le niveau de p53 est grandement 
augmenté en présence d’étoposide, un agent causant des dommages à l’ADN. Dans ces 
conditions, le niveau d’ARNm de p53 ne change pas et le niveau de polysomes associés au 
messager de p53 augmente dans le cytoplasme, ce qui démontre que c’est la traduction de p53 
qui est grandement stimulée dans ces conditions de stress et non la transcription de l’ARNm. 
Les auteurs sont alors passés au système à deux luciférases, montrant l’existence d’un IRES 
dans le messager de p53. De plus, la délétion des 70 premiers nucléotides de la région 5’UTR de 
p53 supprime l’activité de leur IRES, ce qui les conduit à suggérer que cette région contient 
l’IRES de p53. Cela est en contradiction avec différents travaux de l’équipe de Das, soulignant 
l’importance du reste de la région 5’UTR pour lier différents présumés facteurs ITAF et 
influencer l’activité IRES de p53 [188,212,213]. Cependant, Yang et al. n’ont jamais vérifié que 
l’insertion de cette courte région seule (premiers 70 nucléotides du 5’UTR) dans un vecteur 
bicistronique avait une activité IRES. De plus, l’augmentation de l’activité IRES présumée qu’ils 
observent en conditions de stress est très faible (d’environ 1.5 fois) et ne pourrait pas expliquer 




Figure 4-3. Étude de l’IRES2 du messager de p53 dans le système bicistronique. 
Système bicistronique contenant le gène de la Renilla  (Rluc) et  le gène de la luciole (Fluc) 
séparés par la région IRES d’intérêt. 
A.  Dans l’étude du groupe de Das, le vecteur utilisé pour étudier l’IRES2 de p53 contient dans la 
région intercistronique la séquence 5’UTR du messager de p53 ayant le premier codon 
initiateur muté + le début de la région codante (codons 1-40). Cette région correspond à ce que 
nous appelons l’IRES*2. 
B. Dans notre étude, le vecteur utilisé pour étudier l’IRES2 de p53 contient dans la région 





















4.2.2.2   L’étude de Fahraeus ne permet pas de mettre en évidence une activité 
IRES dans la région 5’UTR de l’ARNm de p53 
 En appui à nos résultats, le groupe de Fahraeus [196] mentionne qu’il n’a jamais réussi à 
mettre en évidence une activité IRES dans la région 5’UTR de l’ARNm de p53 ou dans sa région 
codante, en utilisant le système bicistronique à deux luciférases. Les auteurs ne donnent aucun 
détail sur leurs expériences. Ils mesurent par contre l’expression de p53 et de son isofome 
ΔNp53 et décrivent comment cette expression est modulée en différentes conditions de stress. 
L’utilisation d’un inhibiteur du protéasome éliminait l’effet de ces conditions de stress sur la 
stabilité de p53.  
 Les auteurs utilisent aussi un autre système pour étudier la traduction de p53 et de son 
isoforme. Leur vecteur contient la séquence codant pour la protéine GFP (green fluorescent 
protein) comme premier cistron, la séquence codant pour p53 comme second cistron et la 
région intercistronique est constituée par les premiers 120 nucléotides de la région codante de 
p53. Aussi, une tige-boucle précède cette région pour empêcher tout effet d’une réinitiation ou 
d’une translecture. Les auteurs observent une expression de p53 et de son isoforme, qui n’est 
pas affectée par l’ajout de la région 5’UTR de l’ARNm de p53 en amont des premiers 120 
nucléotides. Leurs données ne nous permettent pas d’évaluer l’importance de cette expression 
et nous pensons qu’il s’agit d’une expression résultant d’événements alternatifs conduisant à 
une très faible expression de p53. Dans aucun cas, les auteurs ne nous montrent la stimulation 
de l’activité du présumé IRES dans la région codante de p53 par rapport à un contrôle négatif 
sans IRES mais préfèrent procéder par comparaison entre conditions normales et conditions de 
stress. Les auteurs du groupe de Fahraeus soulignent d’ailleurs qu’ils ne peuvent pas affirmer 
que leurs observations démontrent l’existence d’un IRES au début de la région codante de p53, 
sur la base de l’absence de résultats avec le vecteur à deux luciférases et aussi diverses 
contradictions entre les données qu’ils obtiennent in vitro et dans les cellules en culture. 
Notons aussi que leurs résultats impliquent que leur présumé IRES peut initier la traduction en 




4.2.3 Absence de certains contrôles lors de l’évaluation des activités des 
régions présumées IRES dans l’ARNm de p53  
 Aucunes des études mentionnées dans la littérature, en lien avec les régions IRES de 
p53, ne présentent des données avec des contrôles SERI, mais montrent dans la majorité des 
cas qu’il y a une activité significative par rapport à un contrôle négatif sans IRES. Les essais avec 
des séquences SERI ont été effectués dans l’étude des IRES viraux (par exemple, l’IRES du VHC  
[161]) et ces SERI n’avaient pas d’activité par rapport aux IRES correspondants. Nous pensons 
qu’il s’agit de contrôles importants car si les activités IRES observées résultent en fait 
d’événements anormaux se produisant avec une très faible probabilité, il est possible que cette 
probabilité soit semblable pour les SERI, ce que nous avons d’ailleurs observé.  
 Un autre contrôle important à faire est de comparer l’expression de Fluc résultant d’un 
présumé IRES à celle de l’expression de Fluc résultant d’une traduction coiffe-dépendante. Si la 
traduction via un présumé IRES ne représente qu’un très faible pourcentage de la traduction 
coiffe-dépendante, il est douteux de croire qu’elle serait importante pour compenser pour 
l’inhibition de la traduction coiffe-dépendante. Ces contrôles sont généralement omis dans les 
études portant sur les IRES des messagers cellulaires. 
 Il serait possible que les IRES soient dormants en conditions normales mais stimulés en 
situation de stress. Une étude réalisée par un seul groupe avait mentionné qu’une 
augmentation de l’activité IRES dans le 5’UTR du messager de p53 accompagne la sénescence, 




4.2.4 Critique de l’étude de l’activité IRES de p53 (en 5’UTR) dans la 
sénescence 
 Le groupe de Ruggero [185]  avait identifié une transition de la traduction coiffe-
dépendante vers la traduction IRES-dépendante contrôlant l’expression de p53 durant la 
sénescence. Les auteurs de cette étude ont d’abord observé une augmentation de l’ARNm 
codant pour p53 dans les polysomes et ont proposé de relier cet effet à une stimulation de 
l’activité IRES contenue dans la région 5’UTR du messager de p53. Leur système d’étude pour 
évaluer l’activité IRES de p53 est le système habituel à deux luciférases. Contrairement à nous, 
le groupe de Ruggero observe une augmentation de 2.5 fois dans l’expression de la Fluc à partir 
des vecteurs transfectés dans des fibroblastes de souris (MEF) où la sénescence est induite par 
l’oncogène Ras. Mais les auteurs montrent aussi les détails de la variation de l’expression de 
Rluc et Fluc, durant l’établissement de la sénescence, qui indiquent que c’est principalement la 
diminution de Rluc qui explique l’augmentation apparente de l’activité IRES évaluée par le 
rapport Fluc/Rluc. Cette augmentation se manifeste 7 jours après infection, mais non avant, 
alors que l’expression de p53 est déjà augmentée dans les cellules 4 jours après infection avec 
Ras. Les auteurs ne montrent jamais la valeur de l’IRES par rapport à un contrôle négatif, mais 
on peut supposer que c’est une valeur équivalente à celle que nous avons observée, tout 
comme les groupes de Das et de Yang. Cela signifie que la valeur de l’activité du prétendu IRES 
stimulée ne pourrait guère expliquer la stimulation de la synthèse de p53 en conditions de 
stress.  Nos résultats lancent un doute très sérieux sur l’existence de deux régions dans l’ARNm 
de p53 ayant une activité IRES.  
 L’initiation de la traduction via un IRES a été longtemps le seul mécanisme d’initiation 
coiffe-indépendante communément accepté en réponse aux stress cellulaires, changements de 
conditions environnantes ou infections virales [114,140,214]. Toutefois, les résultats de notre 
étude et le réexamen de la littérature concernant les IRES de p53 nous amène à investiguer 





4.3 Controverse concernant les IRES des messagers cellulaires  
 Il a été observé qu’un faible nombre de messagers cellulaires (moins de 10%) pouvaient 
être traduits même lorsque l’initiation coiffe-dépendante était inhibée [215]. Cette affirmation 
se basait sur des travaux de Johannes et Sarnow qui ont analysé à l’aide de micropuces les 
messagers présents dans les polysomes de cellules soumises à des conditions inhibant la 
traduction coiffe-dépendante. Il a été conclu que ces messagers devaient être traduits via un 
IRES.  Un nombre croissant d’IRES a été ensuite mis en évidence dans les messagers cellulaires, 
généralement en utilisant le vecteur à deux luciférases, choisi pour sa grande sensibilité. 
Toutefois, des voix méfiantes se sont alors faites entendre, montrant que l’activité de ces 
prétendus IRES résultaient plutôt de la présence d’un promoteur cryptique ou bien d’un 
épissage cryptique avec le système bicistronique utilisé pour évaluer l’activité de ces IRES.  
4.3.1 Critiques au sujet d’une activité IRES dans les messagers cellulaires 
 Une première revue importante critiquant ces IRES a été publiée par Kozak en 2005  
[216]. Cependant, comme Kozak avait précédemment critiqué aussi l’existence des IRES dans 
les messagers viraux [217], ses critiques ne reçurent pas toute l’attention requise. Plus 
récemment, des revues détaillées de Jackson [206] et de Shatsky  et son équipe [211] arrivent 
aux mêmes conclusions que Kozak [216,218,219] et réfutent la plupart des IRES trouvés dans 
les messagers cellulaires. De nombreux IRES déclarés dans la littérature sont en fait dus à la 
présence d’un promoteur cryptique ou d’un site cryptique d’épissage [206,207]. Tel est le cas 
des messagers cellulaires de BiP, XIAP, Apaf-1, VEGF, RUNX2, La, c-Myc, HIF-1a, où l’existence 
des IRES a été infirmée [211]. 
 Ce qui ressort en fait de ces revues critiquant les IRES des messagers cellulaires est en 
parfait accord avec nos résultats sur les présumés IRES de p53. De plus, ces revues suggèrent 
que les contrôles généralement utilisés ne suffisent pas. Il faut y ajouter un contrôle examinant 
l’importance de l’activité dite IRES par rapport à l’activité coiffe-dépendante et un contrôle 
négatif correspondant à la région inversée ou bien la région complémentaire (que nous avons 
nommé contrôle SERI). Comme nous l’avons discuté dans la section 4.2.3 en lien avec les IRES 
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de p53, si l’activité d’un prétendu IRES est semblable à celle du SERI, on peut supposer qu’elle 
provient d’un événement aléatoire. Aussi, si l’activité IRES est très faible par rapport à celle de 
l’initiation coiffe-dépendante, il est évidemment douteux de penser qu’elle puisse jouer un rôle 
important dans la traduction. Il est surprenant que de tels contrôles aient été 
systématiquement omis et que toute une littérature sur les IRES des messagers cellulaires se 
soit développée, en leur absence.  
4.3.2 Caractéristiques des IRES des messagers viraux par rapport aux IRES 
des messagers cellulaires 
 On peut s’interroger sur ce qui différencie un véritable IRES comme un IRES viral des 
prétendus IRES des messagers cellulaires. Rappelons que ces IRES ont une activité importante 
(100 à 300 fois la valeur d’un contrôle négatif) dans les systèmes biscistroniques [220-223].  
Une remarque importante concernant les IRES des messagers cellulaires par rapport aux IRES 
viraux porte sur leur structure. Les vrais IRES ont des éléments structuraux secondaires et 
tertiaires très spécifiques. D’ailleurs, les IRES viraux sont classifiés selon leur séquence et leur 
structure secondaire en trois grandes familles. Les IRES intergéniques des dicistrovirus chez les 
invertébrés, l’IRES du VHC et ceux qui comportent des motifs semblables et les picornavirus qui 
sont constitués de plusieurs sous-groupes [206]. La majorité des IRES cellulaires des 
mammifères ont être retrouvés dans les messagers présentant un 5’UTR long et structuré et qui 
codent pour des protéines régulatrices de l’apoptose, du cycle cellulaire, de la différenciation 
etc. [224]. Les chercheurs avaient déduit que ces IRES jouent un rôle crucial dans des situations 
où la traduction coiffe-dépendante est inhibée. Cependant, tous les IRES cellulaires découverts 
comportent des structures secondaires très différentes et, par conséquent, ils ne peuvent pas 
être regroupés par classe [149].  
 L’activité des IRES viraux étudiés est très affectée par une mutation même ponctuelle, 
bien que la structure secondaire de l’IRES ne change que très peu ou pas du tout. Quant aux 
présumés IRES des messagers cellulaires, l’activité ne change guère lorsqu’on fait des mutations 
dans divers sites [206,211].   
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4.3.3 Le saut du ribosome 
 Nous avons précédemment mentionné l’existence de promoteur cryptique ou 
d’épissage à des sites cryptiques comme événements conduisant à la production de transcrits 
qui peuvent générer Fluc sans recourir à un IRES. Un troisième événement anormal pouvant 
contribuer aussi à l’expression de Fluc à partir du système bicistronique à deux luciférases sans 
impliquer un IRES est le saut du ribosome. Tel que mentionné dans l’Introduction              
(section 1.6.3), dans le modèle du saut, la sous-unité ribosomique 40S est recrutée à l’aide des 
facteurs canoniques d’initiation au niveau de la coiffe en 5’ de l’ARNm et balaye le messager à 
la rencontre d’un codon initiateur dans le bon contexte, tout comme dans le modèle classique 
du balayage. Lorsque la 40S rencontre des structures secondaires très stables durant le 
balayage du messager, elle peut sauter pour atterrir plus loin, et continuer alors le balayage, 
jusqu'à l’atteinte du codon initiateur. Bien que jusqu'à présentement le mécanisme du saut des 
ribosomes ait été rencontré chez les messagers viraux, il y a deux cas connus chez les 
messagers cellulaires [160,161]. Nous pensons que cet événement est susceptible de se 
produire avec une faible efficacité lors de la traduction des messagers bicistroniques provenant 
de nos constructions et contribuer à la production d’un peu de Fluc.   
 Une étude en 2008 rapporte un premier cas de saut des ribosomes rencontré chez les 
messagers cellulaires, soit le messager de la protéine inhibitrice de l’apoptose cIAP2 qui est 
traduit exclusivement via le mécanisme du saut des ribosomes tant en conditions normales 
qu’en conditions de stress [161]. Son ARNm contient un 5’UTR structuré et long de 2.83 kbases 
et 64 codons AUG initiateurs précédant l’AUG initiateur authentique. Cette étude nous suggère 
que le saut du ribosome pourrait aussi être un mécanisme d’initiation alternatif important dans 
la production de certaines protéines. Nous pensons aussi que des sauts accidentels des 
ribosomes pourraient se produire lors de la synthèse des protéines, tout comme nous l’avons 




4.3.4 Traduction des ARN messagers dans différentes conditions de stress    
 L’existence des IRES dans les messagers cellulaires est douteuse. Par contre, ce qui ne 
fait pas de doute, c’est que certains messagers sont mieux traduits en conditions de stress. 
C’est le cas de p53 [56,196]. D’une manière générale, c’est le cas d’autres protéines impliquées 
notamment dans l’apoptose, la croissance, les dommages à l’ADN etc. [215]. Ces messagers 
sont traduits sans nécessiter eIF4E, la protéine liant la coiffe. Face aux critiques multiples 
portant sur les IRES cellulaires, d’autres mécanismes commencent à être proposés, expliquant 
comment certains messagers peuvent être traduits sans eIF4E. La section suivante présente le 
principal de ces modèles.  
4.4 Modèle du recrutement des ribosomes via des éléments internes 
(CITE)        
4.4.1 Premières évidences d’une initiation de la traduction possible en 
absence des facteurs liant la coiffe 
 Gunnery et al. [225] ont observé une traduction efficace des ARN transcrits par la 
polymérase III, connue pour produire des ARN sans coiffe. Ensuite, d’autres études indiquent la 
stimulation de la traduction des ARNm in vitro  par le facteur eIF4G dépourvu de son extrémité 
N-terminale, et donc de son site de liaison pour eIF4E, ou bien le recrutement de ribosomes par 
eIF4F alors que eIF4E n’est pas lié à la coiffe [226,227].  Récemment, l’étude de Andreev et al. 
[207] sur les 5’UTR des différents messagers a montré que le ribosome reconnaît l’extrémité 5’ 
du messager du facteur Apaf-1, se lie et balaye le messager jusqu'à la rencontre d’un codon 
initiateur, même en absence de l’interaction entre eIF4E et la coiffe. Bien que la stimulation de 
la traduction dans ce cas soit indépendante des protéines liant la coiffe, l’extrémité 5’ de 
l’ARNm semble être importante pour la traduction. Les auteurs de cette étude concluent que 
certains ARNm comportent des structures capables de favoriser la traduction indépendamment 





 4.4.2  Modèle d’initiation de la traduction via les structures CITE chez les 
virus de plantes 
 Chez une grande partie des virus de plantes, l’ARNm ne contient pas de coiffe. Le 
mécanisme proposé pour la traduction de ces messagers viraux implique des structures 
spécifiques identifiées CITE (Cap Independent Translation Enhancers) [228,229]. La majorité 
d’éléments CITE découverts dans les messagers viraux se trouvent en 3’UTR  (nommés 3’CITE) 
et ils sont connus pour recruter des éléments nécessaires pour le recrutement de la  machinerie 
traductionnelle et la conduire en 5’ du messager via l’interaction des régions 5’UTR et  3’UTR. 
On connaît dans la littérature que les 3’CITE peuvent recruter le complexe eIF4F soit via 
l’interaction avec eIF4E, eIF4G ou les deux, ou bien le recrutement direct de la sous-unité 60S 
ou du ribosome 80S (voir revue [211]). Bien que les éléments CITE en 5’ du messager soient 
moins connus et caractérisés, de nombreux  3’CITE peuvent exercer également leur fonction de 
recrutement du ribosome lorsqu’ils sont ajoutés en 5’UTR du messager en l’absence de la coiffe 
[230-232].   
4.4.3  Le domaine J-K de l’IRES de EMCV peut agir comme un élément 
d’initiation interne CITE chez les messagers cellulaires, en dehors du 
contexte d’IRES 
 Les travaux de Shatsky [221] révèlent plusieurs éléments-clés qui nous amènent à la 
théorie des sites internes CITE en ce qui concerne l’initiation de la traduction de l’ARNm de p53. 
Dans un premier temps, les auteurs montrent que la longueur et la structure du 5’UTR d’un 
messager n’interfèrent pas avec l’initiation de la traduction via la coiffe [207]. Les auteurs 
étudient ensuite le domaine J-K de l'IRES d’EMCV, connu pour lier le facteur d’initiation eIF4G 
[233]. Ce domaine a été ajouté dans la région 5’UTR des messagers de la β-globine et de L1 
[221]. L1 est un élément mobile, retrotransposon de la famille LINE, très répandu dans le 
génome des mammifères [234]. Le  5’UTR de L1 est très long (~900 pb), structuré et riche en 
bases GC (60% de GC). L’intérêt des auteurs pour l’ARNm de L1 est dû à l’efficacité de 
traduction des protéines à partir d’un si long et structuré messager. L’ajout du domaine J-K en 
amont du 5’UTR de la β-globine ou bien suivant le 5’UTR du messager L1 révèle clairement une  
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augmentation de l’activité traductionnelle indépendante de la coiffe mais dépendante de 
l’extrémité 5’. De plus, la présence du domaine J-K en 5’UTR des messagers L1 et β-globine en 
conditions de stress cellulaire ou de compétiteurs de la coiffe, rend la synthèse du gène 
rapporteur plus résistante au stress qu’en absence du domaine J-K. Cette étude propose pour 
une première fois un mécanisme de recrutement des ribosomes chez les messagers cellulaires 
via le domaine J-K en dehors du contexte de l’IRES de EMCV, tout comme le font les éléments 
CITE des virus des plantes.  
 Le modèle du recrutement des ribosomes via des éléments CITE chez les messagers 
viraux, tout comme l’étude récente de Shatsky [221] montrant une stimulation de la traduction 
via le domaine J-K de l’IRES de EMCV et indépendamment des protéines liant la coiffe, nous 
suggèrent qu’un nouveau mécanisme de traduction coiffe-indépendante serait envisageable. Le 
modèle d’initiation de la traduction via un élément CITE en 5’UTR en comparaison avec 
l’initiation coiffe-dépendante ou IRES-dépendante est illustré dans la figure 4-4. Des éléments 
en 5’UTR des messagers ou des protéines liant ces structures pourraient recruter (avec une 
affinité plus faible que les vrais IRES viraux) et augmenter la concentration des facteurs 
d’initiation ou même de la sous-unité 40S à l’extrémité 5’ du messager. Également, l’interaction 
entre les régions UTR des messagers cellulaires pourrait créer un élément CITE important pour 





Figure 4-4. Mécanismes d’initiation de la traduction de protéines chez les eucaryotes.  
















4.5 Éléments CITE issus possiblement d’une interaction entre les 
régions 5’UTR-3’UTR 
4.5.1 Ce qu’on connaît de la régulation de l’expression génique via 
l’interaction des régions 5’-3’ du messager 
 La régulation de la traduction des protéines impliquant des éléments se trouvant dans 
les régions 5’UTR ou 3’UTR est bien connue et documentée dans la littérature chez les 
eucaryotes [235,236]. Ces régions peuvent recruter des facteurs régulateurs de la traduction 
[237] ou des courts ARN non-codants [238,239], ou former des structures secondaires qui 
interfèrent avec les ribosomes [125,240]. Le contrôle de la traduction via l’interaction des 
régions en 5’ et en 3’UTR peut aussi jouer un rôle chez les messagers des protéines RNP qui 
circularisent en favorisant l’interaction entre la coiffe et la queue poly(A) et qui sont stabilisés 
par des facteurs d’initiation de la traduction (eIF3, eIF4E, eIF4G)[120,125,241]. La circularisation 
du messager favorise dans ce cas la traduction coiffe-dépendante.  
 Quant au contrôle spécifique de la traduction de protéines via l’interaction 5’ et 3’UTR 
de leurs messagers, cela est déjà très connu chez les bactéries [242] et chez les virus[243], mais 
moins chez les eucaryotes. Un exemple connu de contrôle spécifique de la traduction via 
l’interaction des régions UTR est chez le messager du virus du nanisme jaune de l’orge (BYDV) 
dont l’ARNm forme une boucle suite à l’interaction directe des deux régions UTR en l’absence 
des facteurs d’initiation de la traduction [244]. On pourrait spéculer qu’un mécanisme 




4.5.2 Interaction entre les régions 5’UTR et 3’ UTR chez l’ARNm de p53  
 Chen et Kastan [245] ont identifié récemment un mécanisme de régulation de la 
traduction de p53 qui dépend de l’interaction entre les régions 5’UTR et 3’UTR du messager de 
p53. Cette interaction conduit à la formation d’un site de liaison pour la protéine RPL26 qui 
stimule la traduction du messager de p53. Des analyses structurales avec le logiciel RNAfold 
révèlent la présence d’une structure d’ARN double brin contenant entre 18-21 paires de bases 
provenant de l’interaction 5’UTR et 3’UTR. En comparant les structures prédites du messager 
de p53 chez l’humain avec les messagers d’autres espèces telles que le poisson zèbre, les 
amphibiens, les rongeurs ou les primates, les auteurs trouvent que les régions appariées sont 
très semblables et donc possiblement conservées [245]. Puisque ces régions sont conservées 
dans les messagers de différentes espèces, elles devraient être importantes pour le contrôle de 
l’expression de p53. Nous pensons que l’interaction entre les régions UTR de p53 pourrait créer 
un site d’initiation interne nommé CITE qui favoriserait une traduction coiffe-indépendante. 
4.6 L’expression des gènes est plus versatile qu’on le pensait 
 Tout au long de notre étude sur les présumés IRES du messager de p53 dans le 
système bicistronique, nous avons rencontré plusieurs problèmes, au niveau de la traduction 
(réinitiation, translecture, saut des ribosomes, promoteur cryptique) mais également des 
problèmes au niveau de l’épissage. En effet, le système à deux luciférases nous a permis de 
mettre en évidence qu’il y aurait beaucoup plus d’erreurs dans l’expression des gènes qu’on le 
pensait. Ces événements accidentels conduisent à petite échelle à une grande diversité de 
protéines. Mais globalement, on peut supposer que ces accidents ont un impact important sur 
l’expression génique. En appui à cette hypothèse, Schubert et al. [246] ont montré que 
dépendamment de conditions, au moins 30 à 60% de protéines nouvellement synthétisées sont 
dégradées par le protéasome. On pourrait alors s’interroger sur la raison pour laquelle la cellule 
n’a pas évolué de manière à optimiser l’expression génique en éliminant ce système couteux en 
énergie. Nous supposons que le couplage du ribosome au protéasome favoriserait un recyclage 
plus rapide des acides aminés et augmenterait leur disponibilité dans le milieu intracellulaire 
pour la synthèse de protéines.    
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Conclusion et Perspectives 
 Le but de mon projet de recherche était d’identifier les éléments-clés modulant l’activité 
des IRES dans l’ARNm de p53 et ensuite d’étudier leur comportement dans la sénescence. 
L’étude des IRES de p53 a été réalisée dans les lignées cellulaires HEK293T et IMR90 exprimant 
de manière transitoire ou stable le système bicistronique à deux luciférases séparées par la 
région IRES d’intérêt. Bien qu’il ait été suggéré que l’augmentation de p53 en conditions de 
stress cellulaires serait due entre autres à la stimulation de l’activité de deux IRES se trouvant 
dans la région 5’UTR et le début de la région codante du messager de p53, notre étude ne nous 
a pas permis de constater la présence d’un IRES dans l’ARNm de p53.  
 Un réexamen de la littérature sur les IRES de p53 et sur les IRES cellulaires en général 
nous a permis de confirmer les données obtenues. Nous avons pu constater également que 
plusieurs articles remettent en question l’existence des IRES dans les messagers cellulaires. 
Toutefois, nous n’excluons pas la possibilité que certains messagers cellulaires soient traduits 
via une initiation interne IRES-dépendante. 
 Notre étude ainsi que le réexamen de la littérature nous a permis de constater qu’un 
autre  modèle d’initiation, alternatif à la traduction classique coiffe-dépendante rencontrée 
chez les messagers eucaryotes, existe chez les messagers viraux de plantes, dépourvus de 
coiffe. Le modèle implique des éléments  présents en 3’UTR de l’ARNm (des CITE), capables de 
recruter la  machinerie traductionnelle et son transfert  en 5’ du messager via l’interaction des 
régions UTR. Ce mécanisme d’initiation est dite coiffe-indépendante, mais non IRES-
dépendante. Puisque la traduction joue un rôle important dans l’induction optimale de p53 en 
conditions de stress et puisque l’interaction entre les régions UTR du messager de p53 est 
conservée chez plusieurs espèces, nous avons proposé que l’interaction des régions UTR du 
messager de p53 puisse constituer un élément CITE important pour la régulation de la 
traduction de p53 en conditions de stress cellulaire. L’étude de la régulation de la traduction de 
p53 est importante pour comprendre le mécanisme de régulation comme suppresseur de 
tumeurs mais aussi son implication dans le vieillissement.  
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 Le système à deux luciférases utilisé dans notre étude nous a permis de plus de mettre 
en évidence qu’il y aurait beaucoup plus d’erreurs dans l’expression des gènes qu’on le pensait. 
Globalement, ces événements accidentels pourraient avoir un grand impact sur la traduction 
ainsi que sur la consommation d’énergie dans la cellule. Il reste à déterminer la raison pour 
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